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IUNGKASAN DAN SUMMARY 
Ringkasan 
Stres kekeringan merupakan salah satu faktor lingkungan yang membatasi 
produksi kedelai. Tanaman mengembangkan mekanisme morfologi, fisiologi dan 
biokimia yang berbeda untuk mengatasi stress kekeringan. Kemampuan bertahan 
hidup di dalam kondisi stress tergantung pada kemampuan tanaman untuk menerima 
stimulus, menghasilkan dan meneruskan sinyal clan menginisiasi berbagai macam 
perubahan fisiologis dan biokimia. Akumulasi prolin dan gula pada tanaman tinggi 
mempakan respon fisiologis terhadap stress kekeringan. Prolin dan gula dianggap 
memegang peran penting dalam mekanisme pertahanan sel yang mengalami stress 
kekeringan. 
Stres kekeringan tidak hanya menginduksi akumulasi prolin dan gula, tetapi 
juga dapat menyebabkan peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS) yang 
dapat menyebabkan kerusakan pada lipid membran, protein dan asarn nukleat yang 
dapat dapat menyebabkan kematian sel. Tanaman mengembangkan mekanisme 
proteksi enzimatis yang dapat memulung (scavenge) ROS dan mencegah pengamll 
merusak dari radikal bebas. Enzim antioksidan seperti superoksid dismutase (SOD), 
katalase (CAT) dan peroksidase (POX) merupakan enzim yang berperan peantinl: 
dalam memulung ROS. 
Berdasarkan permasalahan di atas, tujuan dari penelitian hibah bersaing pad3 
tahun ke tiga ini adalah: (1) mengamati pengaruh stress kekeringan pada fase 
pertumbuhan vegetatif kedelai pada kandungan prolin dan gula total terlarut serta 
aktivitas anzim antioksidan (SOD, CAT dan POX), (2) mempelajari perubaha1.n 
aktivitas enzim oksidatif pada kecambah kedelai yang mengalami stress kekeringan, 
(3) mengamati apakah aktivitas enzim antioksidan tertentu merupakan indikator untuk 
toleransi kekeringan dari tanaman kedelai. Studi ini juga dapat memberikan infonnasi 
yang bermanfaat terhadap pemahaman yang lebih baik tentang mekanisme toleransi 
kekeringan. Pemahaman tentang mekanisme toleransi terhadap cekaman kekeringan 
akan dapat membantu program pemuliaan kedelai untuk toleransi terhadap cekaman 
kekeringan. 
Karakterisasi mekanisme untuk toleransi terhadap stres kekeringan dilakukan 
dengan analisis karakter fisiologis (prolin dan gula total tearlarut) dan biokimia 
(aktivitas SOD, CAT dan POX). Analisis fisiologis (prolin dan gula total terlarut) dan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
biokimia (aktifitas SOD, katalase dan peroksidase) untuk toleransi terhadap cekaman 
kekeringan akan dilakukan pada populasi tanaman kedelai yang ditanam dalam 
kondisi stres PEG dan non-stres PEG pada fase perkecambahan atau fase vegetatif. 
Analisis dilakukan pada genotipe kelompok toleran dan peka kekeringan. Analisis 
dilakukan menggunakan berbagai metode standar untuk melakukan analisis terhadap 
berbagai karakter fisiologis dan biokimia tanaman. 
Penurunan potensial air pada fase pertumbuhan vegetatif kedelai mampu 
meningkatkan akumulasi prolin dan gula total terlarut. Peningkatan akumulasi prolin 
dan gula total terlarut dalam kondisi stres kekeringan bervariasi diantara genotip 
kedelai yang diuji. Akumulasi prolin dapat digunakan sebagai indikator toleransi 
kekeringan, sedangkan peningkatan akumulasi gula total terlarut dalam kondisi stres 
kekeringan tidak berkorelasi dengan tingkat toleransi varietas kedelai terhadap stres 
kekeringan. Varietas toleran mengalami peningkatan akumulasi prolin lebih tinggi 
dengan kecenderungan memiliki pola yang teratur, dibandingkan dengan varietas 
peka. 
Penurunan potensial air selama fase pertumbuhan vegetatif kedelai juga 
menyebabkan pembahan aktivitas enzim SOD dan POX pada jaringan daun dan akar. 
Pembahan aktifitas SOD dan POX di bawah kondisi stres kekeringan sangat 
dipengaruhi oleh varietas kedelai yang diuji dan besarnya penurunan potensial air. 
Pembahan aktivitas SOD dan POX pada jaringan daun di bawah kondisi stres 
kekeringan berkorelasi dengan tingkat toleransi varietas terhadap stres kekeringan. 
Penurunan potensial air menyebabkan peningkatan aktifitas SOD pada jaringan daun 
dari varietas toleran Dieng dan Tidar tetapi menumkan aktifitas SOD pada varietas 
peka. Sebaliknya penumnan potensial air menurunkan aktivitas POX pada jaringp 
daun dari verietas toleran dan meningkatkan aktivitas POX pada varietas peka. 
Perubahan aktifitas SOD, CAT dan POX di bawah kondisi stres kekeringan 
pada fase perkecambahan juga dipengaruhi oleh varietas kedelai yang diuji dan 
besarnya penurunan potensial air. Pada potensial -0,67 Mps, penurunan aktivitas SOD 
pada jaringan daun dan aktivitas peroksidase pada jaringan akar dari varietas toleran 
lebih rendah dibandingkan dengan varietas peka. Sedangkan aktivitas CAT pada 
jaringan hipokotil dan akar antara varietas toleran dan peka tidak menunjujjan pola 
yang jelas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Summary 
Drought stress is one of the most important environmental factors limiting 
soybean production. Plant have developed different morphological, physiological and 
biochemical mechanism to withstand drought stress. Survival under this stressful 
condition depends on the plant's ability to perceive the stimulus, generate and transmit 
the signals, and initiate various physiological and chemical changes. Proline and sugar 
accumulation in higher plants is a characteristic physiological response to drought 
stress. Proline is considered to play an important role in defense mechanisms of 
stressed cells 
Drought stress not only induces accumulation of ABA, proline and sugar, but 
it also causes an enhancement in the generation of reactive oxygen species (ROS) 
which may cause damage to membrane lipids, proteins and nucleic acids, leading to 
the death of the cells Plants have evolved enzymatic protection mechanisms that 
efficiently scavenge ROS and prevent damaging effects of free radicals. Antioxidant 
enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POX) 
are involved in the scavenging of ROS. The ability to adjust their antioxidant systems 
to changing ROS concentrations may be vital to all species under stress conditions. 
Based on the reasons, the objectives in the third years of Penelitian Hihah 
Bersaing were ( 1 )  to observe the effects of drought stress at vegetative stage of 
soybean on proline and soluble sugar total contents and antioxidant enzyme activities, 
(2)  to study the change in antioxidative enzyme acthities in drought-stressed seedling 
of soybean (3) to investigate whether the activity of dertain antioxidant enzymes was 
indicative of the drought tolerance s f  snybeangkihts. The study also may provide 
usefil information for better understwdfng the n'uxhanism of drought tolerance. 
Understanding of mechanism for drought sttess tolerance will support breeding 
p r o m  for drought stress tolerrthGe in soybean. 
Characterization of the mechanism for drought stress tolerance was conducted 
by analysis of physiological (proline and soluble total sugar) and biochemical 
characters (activities of SOD, CAT and POX) of plant. Analysis of proline, soluble 
total sugar, and activities of SOD, CAT and POX were conducted on stressed and 
non-stresed plants at germination or vegetative stages. The analysis will be done on 
tolerant and sensitive varieties.The proline and soluble total sugar and the activities of 
antioxidant enzymes were measured by standart methods to analyze for physiological 
and biochemical characters. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Drought stress or decreasing water potensial at vegetative stage of soybean increased 
proline and soluble total sugar. Increasing the content of proline and soluble total sugar were 
varying among tested soybean genotypes. Accumulation of proline could be use$& an 
indicator for dought stress tolerance of soybean. The accumulation of proline on &rant 
genotypes was higher than sensitive ones and had regular pattern. While the accumulation of 
soluble total sugar of soybean under drought stress condition could not be used as an indicator 
for dought stress tolerance of soybean. 
Decreasing of water potential during soybean vegetative phase caused change 
of SOD and POX activities on leave and root tissues. The change of SOD and POX 
under drought stress condition depends on tested varieties and level of water potential 
decreasing. There were correlations between the change of SOD and POX activities 
on leave tissues and variety tolerance level to drought stress. Decreasing of water 
potential could raise SOD activity on Dieng and Tidar tolerant varieties; however it 
reduced that enzyme activity on sensitive variety. In other hand, POX activity on 
leave tissues of tolerant variety decreased as lower potential water, but increased on 
sensitive variety. 
The change of SOD, CAT and POX under drought stress condition at 
germination stage was influenced by kind of tested varieties and level of water 
potential. Water potential at -0,67 Mpa reduced SOD activity on leave tissues and 
POX activity on root tissues from tolerant varieties less than sensitive varieties. 
However, there were no CAT activity pattern significantly on hypocotyls and root 
tissues between tolerant and sensitive varieties 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
PRAKATA 
Penelitian Hibah Bersaing Perguruan Tinggi XI11 dengan judul 'Seleksi 
plasma nutfah kedelai toleran kekeringan secara in vitro dan ex vitro serta 
karakterisasi mekanisme toleransinya terhadap kekeringan' ini bemsaha mencari 
altematif pemecahan masalah kekeringan pada kedelai dengan mengembangkan 
varietas kedelai yang toleran kekeringan dan mengkarakterisasi mekanisme 
toleransinya terhadap cekaman kekeringan. Hasil yang didapat dari penelitian ini 
diharapkan dapat menjadi salah satu altematif cara untuk memecahkan masalah 
rendahnya produktivitas kedelai di Indonesia. 
Pada penelitian tahun Iii ini telah berhasil menyelesaikan sebagian dari 
penelitian yang direncanakan, namun demikian masih ada beberapa bagian penelitian 
yang masih perlu diselesaikan pada tahun kedua. 
Kegiatan penelitian ini dapat terlaksana dengan bantuan dan keterlibatan dari 
banyak fihak yang sangat menunjang bagi terlaksanaya kegiatan penelitian. Dalam 
kesempatan ini kami mengucapkan terima kasih kepada: 
1. Proyek Penelitian Hibah Bersaing XIII, Direktorat Pembinaan Penelitian dan 
Pengabdian Kepada Masyarakat, Direktorat Jendral Pendidikan Tinggi, atas 
bantuan dana penelitian 
2. Dekan Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya, sebagai penanggung jawab 
penelitian yang memberikan mang dan kelonggaran bagi penyelesaian 
penelitian Hibah Bersaing XI11 ini. 
3. Laboratoriurn Fisiologi Tumbuhan, Kultur Jaringan dan Mikroteknik, Jurusan 
Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya, sebagai tempat pelaksanaan 
Penelitian Hibah Bersaing XIII. 
4. Balai Penelitian Tanaman Kacang-kacangan dan Umbi-umbian (Balitkabi), 
Malang yang telah memberikan benih dari sebagian varietss yang diuji. 
5. Debby, Elly dan Nurul, mahasiwa SI jurusan biologi, Fakultas MIPA. 
Universitas Brawijaya, yang telah membantu dalam pengujian aktifitas enzim- 
enzim antioksidant . 
6. Dra. Setyawati dan sdr Sugiono, staf di labotratorium Fisiologi Tumbuhan. 
Kultur Jaringan dan Mikroteknik, Jumsan Biologi, Fakultas MIPA. 
Universitas Brawijaya yang telah membantu kegiatan penelitian. 
Harapan penulis semoga hasil penelitian yang dituang dalam Laporan 
Penelitian Hibah Bersaing Perguruan Tinggi XI1111 ini dapat bermanfaat bagi 
pengembangan tanaman kedelai di Indonesia. 
Malang, 31 Oktober 2007 
Penulis 
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BAB 1 
PENDAHULUAN 
Kedelai (Glycine mar [L.] Merr) mempakan salah satu komoditas tanaman 
pangan yang sangat penting di Indonesia. Kedelai mempakan sumber protein dan lemak 
nabati yang relatif murah dan mempakan bahan baku industri pangan, yang posisinya 
semakin penting sejalan dengan semakin berkembangnya industri makanan. 
Produksi kedelai di Indonesia relatif rendah dibandingkan dengan berbagai 
negara penghasil komoditas ini. Hasil kedelai per hektar di Indonesia tercatat sekitar 
1,08 tonha (Bhatnagar & Tiwari 1996). Pada tahun 2001 produksi total kedelai di 
Indonesia sekitar 817.017 ton dari luas area 673.848 ha (BPS 2001). Pada tahun 1990 
produksi nasional 1.382.848 ton dan masih mengimpor sebanyak 839.965 ton. 
Diproyeksikan oleh Bank Dunia kebutuhan kedelai pada tahun 2001 &an mencapai 4.') 
juta tonltahun (Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian 1997). Jika kenaikan 
produksi kedelai nasional tidak seimbang dengan peningkatan kebutuhan maka klta 
h m s  mengimpor dalam jumlah yang sangat besar. 
Usaha untuk meningkatkan produksi kedelai seringkali terhambat karcnzi 
keterbatasan lahan yang cocok untuk budidaya kedelai. Kedelai seringkali ditanani 
setelah tanaman pangan utama di akhir musim penghujun sehingga ketersediaan air 
seringkali menjadi kendala. Cekaman kekeringan mempakan salah satu faktor pembatas 
dalam produksi kedelai karena dapat berpengaruh negatif terhadap berbagai tahapan 
pertumbuhan kedelai dan pengaruhnya dapat dilihat secara anatomis, morfologi\. 
fisiologis dan biokimia (Masyhudi & Patterson 1991, Shimada et al. 1992, Vieira (.I ul. 
1992, Widoretno et al., 2003). Sclain itu cekaman kekeringan pada setiap tahapan 
perkembangan tanaman dapat secara langsung maupun tidak langsung berpengamh 
negatif terhadap hasil biji kedelai (Budianto dkk. 1984, Pookpadi er al. 1990, Sloane er 
al. 1990, Franca-Neto el ul. 1993, Sudarsono & Widoretno 2003). 
Dengan demikian pengembangan komoditas kedelai sangat perlu untuk 
dilakukan. Sehubungan dengan ha1 ini, berbagai penelitian yang dapat mendukung 
kegiatan pengembangan kedelai harus dilakukun agar pcrmusalnhnn yung mungkin aki~n 
dihadapi dapat diantisipasi dan dicarikan pemecahannya. 
Walaupun cekaman kekcringan mempakan salah satu faktor pembatas produksi 
kedelai, tetapi varietas kedelai yang toleran kekeringan tidak banyak yang telah 
dilepaskan (Carter & Rufty 1992, Adisanvanto & Wudianto 1999). Diantara sekitar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1000 nomor koleksi plasma nutfah kedelai di Indonesia, ada 55 varietas yang telah 
dibudidayakan petani (Suhartina 2003). Namun dernikian dari jumlah tersebut belurn 
ada informasi mengenai tingkat toleransinya terhadap cekaman kekeringan. Oleh karena 
itu pengembangan galur kedelai yang toleran terhadap stress kekeringan melalui 
program pernuliaan tanaman menjadi sangat penting untuk dilakukan. 
Didapatkannya varietas yang toleran kekeringan akan dapat membantu 
pengembangan kedelai di lahan yang mempunyai rnasalah ketersediaan air pada periode 
tanam tertentu. Varietas kedelai yang toleran kekeringan diperoleh melalui hibridisasi 
antara genotipe yang membawa karakter toleran dan melalui berbagai tahapan seleksi. 
Seleksi untuk sifat toleran cekaman kekeringan biasanya dilakukan dengan perlakuan 
kekeringan di lapang (Sloane er a!. 1990, Carter & RuRy 1992, Rosario el al. 1993. 
Thomas el al. 1996, Sneller & Dornbek 1997). Hal tersebut diketahui mempunyai 
kelemahan, antara lain: sulitnya rnenjaga keseragaman tekanan seleksi yang diberikan, 
membutuhkan lahan yang luas, waktu yang relatif lama untuk menyelesaikan seleksi. 
Penanganan seleksi di lapang juga sulit karena kedua ha1 tersebut di atas. Beberapa 
kendala dalam pengujianlevaluasi toleransi tanaman kedelai terhadap cekanlan 
kekeringan tersebut di atas rnerupakan penyebab belum adanya varietas kedelai yang 
toleran terhadap cekaman kekeringan. Selain itu juga belum ada informasi nlengenrii 
tingkat toleransi terhadap cekaman kekeringan dari 55 varietas kedelai yang telah 
dilepaskan/dibudidayakan oleh petani. Adanya galur yang toleran dan informasi 
mengenai tingkat toleransi kekeringan dari 55 varietas kedelai yang telah dibudidayakan 
akan sangat membantu petani dalam menentukatl varietas yang akan diynakan sesuai 
dengan kondisi lingkungan maupun waktu tanam. 
Penelitian Hibah Bersaing ini bemsaha untuk mengatasi salah satu masalah yang 
diantisipasi dihadapi saat ini dan akan dihadapi di masa yang akan dating dalarn 
budidaya kedelai. Hasil yang didapat dari Penelitian Hibah Bersaing ini diharapkan akan 
menjadi salah satu alternatlf cara memecahkan masalah rendahnya produktivitas kedelai 
di Indonesia. Penelitian Hibah Bersaing ini merupakan salah satu aspek dari penelitian 
payung yang dike rjakan di Universitas Brawijaya dengan tujuan untuk mengembangkan 
kedelai di Indonesia. 
Peneliti di Universitas Brawijaya telah mengembangkan metode induksi ernbrio 
somatik dan seleksi in virro untuk toleransi terhadap stress kekeringan pada kedelai 
dengan menggunakan (Widoretno et al. 2003~). Dari hasil penelitian tersebut diketahui 
bahwa PEG dapat berfungsi sebagai selective agent karena marnpu menghambat 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
perkembangan embrio somatik (ES) kedelai yang dikulturkan dalam medium induksi ES 
dengan penambahan PEG. Kemampuan membentuk embrio somatik pada media yang 
mengandung PEG berkorelasi dengan tingkat toleransi kedelai terhadap cekanan 
kekeringan. 
Peneliti di Universitas Brawijaya juga telah mengembangkan metode penapisan 
respon tanaman terhadap stress kekeringan dengan penambahan larutan PEG. Dalam 
penelitian tersebut telah dibuktikan bahwa PEG dapat digunakan untuk menapis respon 
genotipe kedelai terhadap stress kekeringan pada fase perkecambahan (Widoretno el 01. 
2002b) dan fase vegetatif (Widoretno el al. 2002a). Beberapa sifat positif dari metode 
penapisan yang telah dikembangkan ini antara lain mampu mengidentifikasi individu 
tanaman kedelai yang toleran stres kekeringan dengan cepat, memberikan lingkungan 
seleksi yang homogen dan mampu menyeleksi populasi tanaman kedelai dalam jumlah 
banyak. Metode seleksi in virro dan ex vitro untuk toleransi terhadap cekaman 
kekeringan ini mempakan pendukung utarna untuk melakukan skrininglpenapisan 
respon terhadap kekeringan pada plasma nutfah kedelai yang ada di Indonesia dan 
identifikasi galur kedelai yang toleran kekeringan. 
Seleksi in vitro dari sel yang memperlihatkan toleransi yang meningkat terhadap 
stress kekeringan dianggap sebagai alternatif bioteknologi terhadap pemuliaan tanaman 
konvensional dan sebagai model untuk mempelajari proses-proses fiologis dan biokimia 
yang terlibat dalam mekanisme toleransi. Pemahaman yang bnik dari respon morfologis. 
anatomis, fisiologis dan biokimia terhadap cekaman kekeringan dapat membantu 
program pemuliaan untuk meningkatkan toleransi terhadap kekeringan dari tanaman 
kedelai. 
Tanaman tingkat tinggi memperlihatkan adaptasi yang luas secara morfologis, 
anatomis, fisiologis, biokimia dan molecular sebagai respon terhadap cekaman 
kekeringan. Respon tanaman terhadap cekaman kekeringan antara lain stomata 
menutup, dam menggulung, senesensi dam, osmotic adjustment, sintesis dan akumulasi 
asam absisat (ABA) di akar, sintesis dan akumulasi gula dan prolin, (Quarrie 1989, 
Schurr et al. 1992, Zhang & Kirkham 1994, Popova el al. 1996, Pelah et a1 1997, Robert 
1998, Quintero el a1 1998). Cekaman kekeringan juga mempengaruhi aktivitas beberapa 
enzim, antara lain superoxide dismutase (SOD), peroxidase, dan Catalase (Zhang & 
Kirkham 1994, Zapata el al. 1995, Olsson et al. 1995, Piqueras et al. 1996,). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Penelitian Hibah Bersaing ini bermaksud mengynakan metode seleksi in vitro 
dan ex viiro untuk melakukan skrinindseleksi untuk toleransi terhadap kekeringan pada 
plasma nutfah kedelai yang ada di Indonesia. Dari hasil seleksi ini diharapkan akan 
teridentifikasi beberapa galur kedelai yang toleran kekeringan. Selain itu, dalam 
Penelitian Hibah Bersaing ini, seleksi in vitro juga &an digunakan untuk mempelajari 
mekanisme yang mendasari toleransi terhadap cekaman 
Target jangka panjang dari penelitian yang dilakukan adalah untuk mendapatkan 
galur kedelai yang toleran terhadap kekeringan dan mengetahui mekanisme toleransinya 
terhadap cekaman kekeringan. 
Dalam tiga tahun Penelitinn Hibah Bersaing yang diajukan, target dari kegiatan 
penelitian adalah sebagai berikut: (1). Mendapatkan informasi mengenai tingkat 
toleransi kekeringan plasma nutfah kedelai yang ada di Indonesia /Pengelompokan 
plasma nutfah kedelai dalam kelompok toleran, medium dan peka kekeringan, (2). 
Mendapatkan galur kedelai yang toleran terhadap cekaman kekelingan, (3). Mengetahui 
mekanisme fisiologis, biokimia dan molekular dari toleransi terhadap cekaman 
kekeringan dari kedelai, (4). Mendapatkan sifatkarakter morphologis dan anatomis 
untuk toleransi terhadap cekaman kekeringan dari kedelai 
Dalam tiga tahun Penelitian Hibah Bersaing yang diajukan, tujuan khusus dari 
kegiatan penelitian tahun ke 111 ini adalah sebagai berikut: (1). Mengetahui pengaruh 
stress kekeringan pada fase pertumbuhan vegetatif kedelai pada kandungan prolin dm 
@la total terlarut serta aktivitas anzim antioksidan (SOD, CAT dan POX). (2). 
Mengevalusi pembahan aktivitas enzim oksidatif (SOD, CAT dan POX) pada kecambah 
kedelai yang mengalami stress kekeringan, dan (3). Mengamati apakah aktivitas enzim 
antioksidan tertentu merupakan indikator untuk toleransi kekeringan dari tanaman 
kedelai. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB I1 
TINJAUAN PUSTAKA 
2.1. Pengaruh cekaman kekeringan pada kedelai 
Adanya cekaman kekeringan sangat tidak diinginkan dalam usahatani kedelai 
karena membatasi pertumbuhan dan produktivitas tanaman (Yoshiba et al. 1997). 
menurunkan kecepatan fiksasi dan akumulasi N (Weisz et al. 1985, Masyhudi & Patterson 
1991), transpirasi air dan transportasi fotosintat (Pookpadi et al. 1990, Vieira et a[. 1992). 
ukumn biji, ukuran polong dan bobot kering polong (Pookpadi et ul. 1990, Widoretno el al. 
2004), luas area dan kandungan klorofil daun (Shimada el al. 1992) dan kualitas biji 
(Franca-Neto et 01. 1993). 
Cekaman kekeringan mempengaruhi setiap aspek pertumbuhan tanarnan kedelai 
yang meliputi anatomis, morfologis, fisiologis, biokimia dan molekular tanaman (Raper & 
Kramer 1987, Widoretno et al. 2003). Adanya cekaman kekeringan dalam setiap periode 
pertumbuhan dan perkembangan tanaman dapat menurunkan hail kedelai meskipun 
besarnya p e n m a n  tergantung pada fase pertumbuhannya. Hasil penelitian menunjukkan 
bahwa fase pertumbuhan yang paling peka terhadap cekarnan kekeringan adalah pada fase 
pembungaan dan saat pengisian polong (Pasaribu & Sunarlim 1988, Sudarsono & 
Widoretno 2003). 
Fase perkecambahan biji kedelai diketahui memerlukan ketersediaan air dalarn 
jumlah yang cukup, yang dapat mencapai antara 500 gkg bobot kering benih. 
Berkurangnya kandungan air tanah menjadi setengah kapasitas lapang akan menurunkan 
perkecambahan kedelai. Benih kedelai biasanya hanya akan berkecarnbah pada potensial 
air tanah sebesar -0,6 Mpa (Raper & Kramer 1987). 
Pada fase pertumbuhan vegetatif, ketersediaan air berpengaruh pada beberapn 
aspek fisiologi serta morfologi, antara lain: menurunnya kecepatan fotosintesis dan luas 
daun. Jika tanaman kedelai terkena cekaman kekeringan akibat menurunnya ketersediaan 
air tanah sehingga menyebabkan tejadinya penurunan potensial air daun, maka 
pembentukan klorofil akan terganggu (Alberte ef al. 1977) dan struktur kloroplas akan 
mengalami disintegrasi (van Doren & Reiwsky 1987). 
Tanaman kedelai pada fase perkembangan reproduktif sangat peka terhadap 
cekaman kekeringan. Kondisi cekaman kekeringan dapat menyebabkan ygumya bunga, 
polong dan biji yang telah terbentuk. Hal ini berhubungan dengan penurunan kecepatan 
fotosintesis akibat keterbatasan ketersediaan air (Sloane et 01. 1990). Hasil penelitian juga 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
telah membuktikan cekaman kekeringan 75% kapasitas lapang yang tejadi selama fax  
perkembangan reproduktif diketahui menurunkan produksi biji kedelai sampai 50% 
(Budianto dkk. 1984). Jika cekaman kekeringan dapat dihindarkan pada fase pengisian biji 
maka fotosintesis dan pertumbuhan tanaman dapat menjadi normal kembali dan hasil biji 
kedelai dapat diharapkan sesuai dengan potensi genetiknya 
Adanya pengaruh cekaman kekeringan yang sedemikian besar terhadap 
pertumbuhan dan perkembangan kedelai tersebut dapat menjelaskan mengapa 
produktivitas kedelai di lndonesia relntif kecil. Kebanynkan usalla tnni kedelai di Indonesia 
dilakukan di lahan kering dengan mengandalkan air hujan (tadah hujan). Dengan demikian 
kedelai di lapangan sering menghadapi cekaman kekeringan dalam periode pertumbuhan 
dan perkembangannya, yang selanjutnya menjadi salah satu penyebab utama rendahnya 
produktivitas hasil kedelai. 
Meskipun cekaman kekeringan tidak menyebabkan terjadinya kematian tanaman 
kedelai di lapang tetapi polong bemas yang dihasilkan oleh pertanaman yang mengalami 
cekaman kekeringan akan menurun. P e n m a n  jurnlah polong bernas tersebut tejadi 
karena adanya kegagalan reproduktif yang disebabkan oleh tejadinya p e n m a n  luas 
daun, jurnlah daun dan bunga. 
Permasalahan yang telah disebutkan di atas tejadi pada kultivar kedelai yang peka 
terhadap cekaman kekeringan. Respon galur kedelai yang toleran terhadap cekaman 
kekeringan akan berbeda. Sampai dengan tingkatan yang masih dapat ditolerir oleh galur 
tanamannya, cekaman kekeringan tidak akan mempengaruhi pertumbuhan dan 
perkembangan tanaman kedelai yang toleran cekaman kekeringan. 
2.2. Respon tanaman terhadap cekaman kekeringan 
Kandungan air tanaman untuk mempertahankan turgor dijaga oleh keseimbangan 
laju transpirasi dan penyerapan air oleh akar. Pada kondisi kering (lcondisi dimana air tannh 
yang tersedia menurun) akan tejadi defisit kandungan air di jaringan tanaman yang 
selanjutnya menjadi faktor pemicu respon fisiologis dan biokimia tanaman &lam sel 
tanaman untuk mengatasi cekaman kekeringan (Yamaguchi-Shinozaki & Shiiozaki 1994). 
Respon tanaman terhadap cekaman kekeringan dapat teramati pada level perkembangan 
@rubahan waktu pembungaan, pembentukan polong), morfologis (layu, daun 
menggulung dan celah stomata yang menurun), fisiologis ( p e n m a n  transpirasi dan 
potensial air rendah), dan biokimia (biosintesis ABA dan akumulasi solut) (Close 1996, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Pelah et al. 1997, Whitsin et al. 1997, Widoremo et al. 2002% Sudarsono & Widoretno, 
2003). 
Toleransi terhadap cekaman kekeringan dapat terjadi jika tanaman dapat survive 
terhadap cekaman yang terjadi dan adanya toleransi atau mekanisme yang memungkinkan 
menghindar dari situasi cekaman tersebut. Tanaman rnempunyai toleransi yang berbeda 
terhadap cekaman kekeringan karena perbedaan dalam mekanisme morfologis, fisiologis, 
biokimia clan molekuler (Perez-Molphe-Balch et al. 1996, Sudarsono & Widoretno, 2003). 
Toleransi cekaman kekeringan melibatkan akumulasi senyawa yang dapat melindungi sel 
dari kerusakan yang terjadi pada saat potensial air rendah (Jensen et al. 1996). ABA dan 
prolin merupakan senyawa yang memegang peranan penting untuk toleransi terhadap 
cekaman kekeringan (Kim & Janick 1991, Pruvod et al. 1996, Nambara et al. 1998, 
Hanson et al. 1979, Widoretno e t a / ,  2002a). 
Peningkatan sintesis ABA di akar, antara lain ditujukan untuk me~ngkatkan laju 
penyerapan air oleh akar untuk mengirnbangi laju iranspirasi. Dalam ha1 ini ABA berperan 
sebagai pengatur signal transport air secara radial (Quintero er al. 1998, Roberts 1998). 
Penyempan air di akar ditentukan oleh besamya gradien hidrostatik atau gradian osmotik 
(Quintero et al. 1998). Agar air tetap dapat rnengalir ke arah jaringan akar maka potensial 
osmotik dari akar harus lebih negatif dari tanah. 
Dalam kondisi cekaman kekeringan, ABA juga dapat ditranslokasikan melalui 
xilem ke bagian tanaman yang lain seperti tunas dan dam. Hal tersebut ditunjukkan 
dengan adanya peningkatan konsentrasi ABA pada cairan xylem jika tanah mengering 
(Schurr & Gollan 1990, Zhang et ul. 1990). Di bagian tajuk tanaman, ABA akan 
mernpengaruhi penutupan stomata. Dalam ha1 ini, ABA membatasi masuknya ion K' ke 
dalam sel penjaga (stomata) dan menyebabkan pembukaan channel ion K+ sehingga 
memungkinkan pengeluaran ion K+ dari sel stomata Akibatnya, sel stomata menjadi 
kehilangan turgor dan stomata akan menutup (Quintem ef ul. 1998). Dari hal tersebut, 
ABA berperan sebagai signal dari akar bagi pucuk tanaman ketika mengalami cekaman 
kekeringan (Schurr et al. 1992). Kemampuan untuk mengatur turgor pucuk juga 
rnerupakan suatu karakteristik tanaman yang toleran terhadap cekaman kekeringan. 
Akumulasi prolin dalam respon terhadap cekaman kekeringan telah dilaporkan 
pada bebempa tanaman secara in vifro dan in vivo (Hanson et al. 1979, Handa er al. 
1986, Sarkar 1993, Madan et a[. 1995, Girouse el al. 1996, Widoretno et nl. 2002a, 
Sudarsono & Widoretno 2003). Jumlah prolin yang rneningkat dianggap merupakan 
indikasi toleransi terhadap cekaman kekeringan karena prolin berfungsi sebagai 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
senyawa penyimpan N dan osfnoregulato~ danlatau sebagai protektor enzim tertentu 
(Kim & Janick 1991, Madan er al. 1995, Prasad & Potluri 1996). Sebagai akibatnya sel. 
jaringan atau tanaman yang overproduksi prolin dianggap mempunyai sifat toleransi 
terhadap cekaman kekeringan yang lebih baik. Selain sebagai osmoregulator, prolin 
juga berperan penting dalam menjaga pertumbuhan akar pada potensial osmotik air 
rendah (Sharp 1990, Ober & Sharp 1994). 
Akumulasi prolin pada tanaman yang mengalami cekaman kekeringan disebabkan 
oleh aktivasi biosintesis prolin d m  inaktivasi degradasi prolin (Madan el al. 1995. 
Nambara et al. 1998). Hasil penelitian dari hubungan antara ekspresi gen-gen untuk emirn 
yang terlibat dalam biosintesis dan metabolisme prolin dan h u l a s i  prolin dalam kondisi 
cekaman kekeringan menunjukkan bahwa level prolin pada tanaman diatur pada level 
transkripsi (Yoshiba et al. 1997). 
Pada tanaman, prolin disintesis dari glutamin atau dari omitin. Lintasan dari 
glutamin merupakan rute primer untuk sintesis di bawah kondisi cekaman kekeringan 
(Madan er al. 1995, Yoshiba el 01. 1997). 
Stres kekeringan juga diketahui dapat bertindak sebagai katalis dal'an~ 
menghasilkan reaksi radikal bebas, pada beberapa tanaman yang menghasilkan reactive 
oxygen species (ROS) atau senyawa oksigen reaktif seperti superoxide radical (02 ). 
hydroxyl radical (OH), hydrogen peroxide (H202) dan alkoxyl radical (RO). ROS 
menyebabkan kerusakan-kerusakan pada molekul lipid, protein maupun DNA. Radikal 
superoksid bersifat toksik dan biasanya secara cepat akan didismutase oleh superokside 
dismutase (SOD) menjadi H202. Hz02 dapat berbahaya bagi tanaman karena pengaruh 
oksidatif dan detrukstihya pada metabolisme tanaman. Di dalam organisme, H202 
merupakan produk yang lebih stabil dan dapat didetoksifikasi oleh katnlase d.m 
peroksidase. Aktifitas SOD yang meningkat diketahui untuk mengatasi stres oksidatif. Jikn 
kecepatan produksi radikal superoksid di bawah kondisi stres melebihi aktifitas SOD maka 
akan menghasilkan kerusakan oksidatif. 
Di bawah kondisi normal, katalase pada beberapa sel mempunyai peran penting 
dalam meningkatkan resistensi terhadap stres oksidatif. Halliwel et al. (1990) melaporkan 
bahwa kandungan radikal bebas seperti superoksid dan peroksida dalam jaringan akan 
meningkat pada tanaman bunga matahari di bawah kondisi stres. Radikal-radikal ini 
menyebabkan kerusakan lipid pada bunga matahari. Aktifitas enzim-enzim dalam sistem 
antioksidan pada tanaman di bawah kondisi stres biasanya dianggap sebagai indikator dari 
toleransi gentotip terhadap kondisi stres. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Pengaruh stres kekeringan terhadap pentbahan enzim antioksidan narnpaknya 
dikoordinasi oleh peningkatan sejumlah hormon. ABA dapat menyebabkan peningkatan 
ROS, menginduksi ekspresi gen antioksidan yang mengkode SOD dan katalase sehingga 
meningkatkan aktifitas enzim antioksidan seperti SOD, katalase, askorbat peroksidase dan 
glutathione reduktase. ABA narnpak memerantarai proses-proses fisiologis dalam respon 
terhadap stres osrnotik. Level ABA endogen meningkat pada jaringan yang terpapar pada 
stres osmotik. 
Hasil penelitian Habibi et a1 menunjukkan bahwa tidak ada korelasi yang 
signifikan antara aktifitas enzim antioksidan dan stabilitas biji yang dihasikan d m  
perkecarnbahan biji di bawah kondisi kekeringan diantara beberapa varietas yang diuji. 
Dengan demikian seleksi untuk resistensi, dengan mengynakan parameter enzim 
antioksidan tidak dapat digunakan. 
Perlakuan ABA atau kekeringan juga dapat meningkatkan aktifitas SOD pada 
kultur sel tembakau, daun Arabidopsis, daun jagung dan bunga matahari. Aktifitas katalase 
dan glutathion reduktase pada daun muda Lycorpcrsicon esculcntum Mill. Cv. Alisa Craig 
(AC) dan notabilis meningkat sebagai respon terhadap kekeringan, sedangkan perlakuan 
ABA dapat meningkatkan aktifitas catalase dan glutahion redukstase pada dam notabilis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB I n  
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 
3.1. Tujuan Penelitian: 
Dalam tiga tahun Penelitian Hibnh Bersaing yang diajukan, tujuan khusus dari 
kegiatan penelitian tahun ke 111 ini adalah sebagai berikut: 
1. Mengetahui pengaruh stress kekeringan pada fase pertumbuhan vegetatif kedelai 
pada kandungan prolin dan gula total terlarut serta aktivitas anzim antioksidan 
(SOD, CAT d m  POX). 
2. Mengevalusi perubahan aktivitas enzim oksidatif (SOD, CAT dan POX) pada 
kecarnbah kedelai yang mengalami stress kekeringan, 
3. Mengamati apakah aktivitas enzim antioksidan tertentu merupakan indikator 
untuk toleransi kekeringan dari tanaman kedelai. 
3.2. Manfaat Pedelitian: 
Dari hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi yang 
bermanfaat terhadap pemahaman yang lebii baik tentang mekanisme toleransi 
kekeringan pada tanaman kedelai. Pemahaman tentang mekanisme toleransi terhadap 
cekaman kekeringan akan dapat membantu program pemuliaan kedelai untuk toleransi 
terhadap cekaman kekeringan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB IV 
METODE PENELITIAN 
4.1. Bahan Tanaman 
Dalam penelitian ini digunakan 8 genotipe kedelai yang dikembangkan di 
Indonesia, yaitu varietas toleran kekeringan Dieng, Tidar dan galur MLG2805, varietas 
medium toleran Galunggung dan varietas peka Tambora, Rurangrang, MSC8606, 
Galunggung. Benih diperoleh dari koleksi balai Penelitian Tanaman Kacang-kacangan 
dan Umbi-umbian, Malang. Masing-masing genotipe tersebut ditanam dalam pot plastik 
yang berisi media tanarn campuran tanah:pasir:pupuk kandang (2:l:l) dan dipelihara di 
rumah kaca sampai menghasilkan polong dan biji. Biji digunakan sebagai benih untuk 
uji kekeringan pada fase perkecambahan dan fase pertumbuhan vegetatif. 
4.2. Metode 
Beberapa tahapan kegiatan penelitian yang akan dilakukan pada tahun ke I11 
penelitian meliputi: 
1. Karakterisasi fisologis (prolin dan gula total terlarut) untuk toleransi terhadap 
cekaman kekeringan pada tanaman kedelai yang mengalami stres kekeringan 
pada fase vegetatif. 
2. Karakterisasi pembahan aktivitas enzim antioksidan (SOD, CAT dan POX) 
sebagai respon terhadap stres kekeringan: 
a. Respon kecambah kedelai dalam kondisi stres kekeringan 
b. Respon tanaman kedelai dalam kondisi stres kekeringan pada fase 
vegetatif 
Prosedur Percobaan 
Analisis fisiologis dan biokimia untuk toleransi terhadap cekaman kekeringan 
mempakan bagian yang menjawab mekanisme toleransi kekeringan pada kedelai. 
Dengan mengarnati karakter fisiologis dan biokimia dari tanaman kedelai dalam kondisi 
cekaman kekeringan dan kondisi optimum serta dengan melakukan analisis fisiologis 
dan biokimia tanman maka mekanisme toleransi kekeringan dari tanaman kedelai nkm 
diketahui. Pemahaman tentang mekanisme toleransi terhadap cekaman kekeringan pada 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
kedelai ini akan sangat membantu program pemuliaan kedelai untuk toleransi terhadap 
cekaman kekeringan. 
1. Karakterisasi fisologis (prolin dan gula total terlamt) untuk toleransi terhadap 
cekaman kekeringan pada tanaman kedelai yang mengalami stres kekeringan 
pada fase vegetatif. 
Analisis fisiologis untuk toleransi terhadap cekaman kekeringan dilakukan 
untuk mengetahui proses fisiologis yang mendasari toleransi terhadap cekaman 
kekeringan. Analisis yang dilakukan dan diharapkan agar dapat menjawab tujuan 
tersebut di atas, meliputi: kandungan prolin dan kandungan y l a  total. 
Analisis fisiologis untuk toleransi terhadap cekaman kekeringan akan dilakukan 
pada populasi tanaman kedelai yang ditanarn dalam kondisi stres PEG dm non-stres PEG. 
Analisis dilakukan pada 2 genotipe kelompok toleran, dan 2 genotipe kelompok peka 
terhadap cekaman kekeringan. Masing-masing kelompok untuk masing-masing karakter 
fisiologis, diulang 2x. 
Analisis dilakukan rnenggunakan berbagai metode standar untuk rnelakukan 
analisis terhadap berbagai karakter fisiologis tanaman. Kadar prolin dianalisis 
berdasarkan metode Bates et al. (1973), kandungan gula total daun dari tanaman yang diuji 
dianalisis berdasarkan metode Irigoyen er al. (1992 
Untuk mencapai tujuan yang diinginkan, pengujian yang dilakukan adalah sebagai 
berikut: 
Analisis kandungan prolin 
Kadar prolin dianalisis berdasarkan metode Bates et al. (1973). Daun dari tanaman 
kedelai dari kelompok toleran, medium clan peka yang mengalami stres dan non-stres 
kekeringan pada fase pertumbuhan vegetatif ditimbang sebemt 2 g, digems dm1 
dihomogenasi dengan 10 ml asam sulfosalisilat (3%). Carnpuran disentrifugasi pada 
9000 x g selama 15 menit, supernatan yang didapat dipisahkan. 
Untuk mendeteksi prolin, 2 ml supematan yang didapat direaksikan dengan 2 rnl 
larutan asam ninhidrin dan asam asetat glacial dalam tabung reaksi dan dipanaskan 
pada penangas air dengan suhu 100DC selama 60 menit. Reaksi diakhiri dengan 
menginkubasikan lamtan dalam es selarna 5 menit. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Hasil reaksi diekstraksi dengan 4 ml toluene sehingga terbentuk kromoform. 
Kromoform yang terbentuk diukur absorbansinya dengan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 520 nm. 
Sebagai standart digunakan DL-proline (Sigma) 2.5-40 pg yang dilarutkan dalam asam 
sulfosalisilat (3%). Kadnr prolin dinyatakan sebagai pmoYg berat basah embrio 
somatik. 
Analisis kandungan gula total terlarut 
Kadar gula total dianalisis berdasarkan metode Irigoyen et al. (1992). Daun dari 
tanaman kedelai dari kelompok toleran, medium dan peka kekeringan yang mengalami 
stres kekeringan yang mengalami stres dan non-stres kekeringan pada fasc 
perturnbuhan vegetatif ditimbmg seberat 2 g, digerus dan diekstrak dengan 20 ml 
alkohol panas (80%). Canlpuran disentrifugasi pada 9000 x g selama 15 menit. 
supernatan yang didapat dipisahkan. 
Volume supernatan diten kcmbali sehingga mencapai volume 50 ml. Untuh 
mendeteksi gula total, 1 ml supematan direaksikan dengan 5 ml reagen anthrone (100 
mg anthrone, 50 ml 95% HzS04) pada suhu 100°C selama 10 menit. Reaksi diakhiri 
dengan menginkubasikan larutan dalam es selama 5 menit. 
Kandungan gula total ditentukan dengan menggunakan spektrofotomcter pada 
panjang gelombang 620 nm. 
Sebagai standard digunakan 1 ml larutan gula (40-320 pg) yang direaksikan dengan 
5 ml reagen anthrone. 
2. Karakterisasi perubahan aktivitas enzim antioksidan (SOD, CAT dan POX) 
sebagai respon terhadap stres kekeringan 
Analisis aktivitas enzim antioksidan pada hipokotil dan akar kecambah serta daun 
dan akar dari tanaman kedelai yang mengalami stress kekeringan dilakukan untuk 
mengetahui proses biokimia yang mendasari toleransi terhadap cekaman kekeringan 
pada kedelai. Analisis yang dilakukan dan diharapkan agar dapat menjawab tujuan 
tersebut di atas, meliputi: aktivitas enzim SOD, CAT dan POX. Analisis biokimia untuk 
toleransi terhadap cekaman kekeringan akan dilakukan pada populasi hipokotil dan akar 
kecambah serta daun dan akar dari tanaman kedelai yang ditanam di bawah kondisi stxs 
PEG dan non-stres PEG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Analisis dilakukan pada 3 genotipe kelompok toleran, 3 genotipe kelompok peka 
terhadap cekaman kekeringan. Masing-masing kelompok untuk masing-masing karakter 
biokimia, diulang 2x. 
Untuk mencapai tujuan yang diinginkan, pengujian yang dilakukan adalah sebagai 
berikut: 
F Ekstraksi enzim: Kecambah atau daun dari tanaman kedelai dari kelompok toleran, 
dan peka yang mengalami stres dan non-stres kekeringan ditimbang seberat 0.2 g. 
digems clan dihomogenasi dengan 1 ml buffer potasium phosphat 0,lM (pH 6.8) yang 
mengandung 0,1 mM EDTA dan 100 mg polyvinyl pyrolidone. 
F Homogenat disentrifugasi pada 15.000 g s e l w  20 menit pada suhu 4 OC. Supematan 
yang didapat digunakan untuk uji enzim katalase (CAT, peroksidase (POX) d m  
superokside dismutase (SOD). 
F Aktivitas katalase dan peroksidase diuji menurut metode Chance dan Maehly (1955). 
F Aktivitas katalase (CAT) 
Campuran uji untuk CAT terdiri dari 3,O ml buffer phosphate (pH 6,8), 1,O ml (30 
mM) Hz01 dan 1,O ml ekstrak enzim. Reaksi diakhiri dengan menambahkan 10 ml 
H2S04 2% (vlv) dikuti dengan 1 ml 0,01 KMn04 untuk menentukan kuantitas residu 
M202. Aktivitas katalase (CAT) diuji dengan mengukur kecepatan dekomposisi 
H202. 
FAktivitas peroksidase (POX) 
Aktivitas peroksidase (POX) ditentukan dengan kecepatan perubahan absorbansi 
pada panjang gelombang 479 nm selama 1 menit dalam campuran reaksi yang terdiri 
dari 2,l ml(0.1 M) buffer phosphate (pH 6,8), 0,3 guaiacol 1,6%, 0,3 ml Hz02 0,04 
M dan 0,3 ml ekstrak enzim.. 
b Aktivitas superokside dismutase (SOD) 
Uji SOD dilakukan berdasarkan metode Giannopolitis dan Ries (1977). 3,O ml 
campuran reaksi terdiri dari 2,s ml Tris buffer (pH 8,9), 0,l ml Bovine serum 
albumin (3,3x10 % wlv), 0,1 ml NBT (6 mhQ, 0,l ml riboflavin (600 uM dalam 5 
mM potasium hydroxide) dan 0,2 ml ekstrak enzim. Campuran reaksi disinari 
dalarn tabung gelas. Satu unit aktivitas SOD ditentukan sebagai jumlah enzim ymg 
diperlukan untuk menyebabkan 50% penghambatan p e n m a n  NBT pada panjang 
gelombang 560 nm. 
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Gambar 4.1. Konsep dan pendebtan penelitian dalam PHB XIII. Skrining ex vitro 
dan in vlrro menghasilkm informasi mengenai tingknt toleransi kekeringan 
dari 45 genotipe kedelai d m  mendapatkan varietas kedelai yang toleran 
kekeringan, sedangkan evaluasi karakter rnorfologi, anatomis, fisiologis dan 
biokimia menghasilkan mekanisme toleransi kekeringan pada kedelai. 
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Gambar 4.2. Karakter morfologis, anatomis, fisiologis dan biokima yang dievaluasi dalarn 
Kegiatan Penelitian Hibah Rersaing XI11 untuk mengetahui mekanisme toleransi 
kekeringan pada kedelai. 
Produksi bahan @ icering 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB V 
HASlL DAN PEMBAHASAN 
5.1. Pengaruh stres kekeringan pada fase vegetatif terhadap kandungan prolin 
dan gula total terlarut daun pada beberapa genotip kedelai. 
Salah satu mekanisme toleransi tanaman dalam menghadapi stres kekeringan adalah 
melakukan pembahan aktivitas fisiologi, yaitu dengan mengakumulasi zat terlarut 
seperti prolin dan gula total terlarut. Akumulasi zat terlarut tersebut membantu tanaman 
dalam mempertahankan diri terhadap kondisi kekeringan (Sunarpi, 2003). Prolin 
berperan sebagai pencegah dehidrasi dan kemsakan sel dengan menyeimbangkan 
potensial osmotik sitoplasma dengan lingkungan sekitarnya (Al-Bnhrany, 2002). 
membantu meningkatkan toleransi terhadap kekeringan dengan bertindak sebagai 
penyimpan nitrogen atau sebagai zat terlarut yang meningkatkan potensial solut dalam 
sitoplasma, sehingga air akan masuk menuju sitoplasma (Gardner dkk.,1991). 
Sedangkan gula berfungsi menjaga stabilitas membran sel dan rnelindungi protein 
(Darbyshire, 1974) serta meningkatkan potensial solut daun sehingga membanti~ 
turgiditas ketika tanaman mengalami cekaman kekeringan (Widoretno dan Sudarsono 
2004). 
Evaluasi kandungan prolin dan kandungan y l a  total terlarut dalam kondisi stres dm 
non-stres kekeringan dilakukan pada lima genotip kedelai yang mempunyai tingkat 
toleransi yang berbeda, yaitu Dieng dan MLG2805 dari kelompok toleran, Petek dari 
kelompok medium serta Tambora dan Galunggung dari kelompok peka. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa kandungan prolin dan gula total terlarut dalam daun mengalami 
akumulasi seiring dengan menurunnya potensial air, akan tetapi akumulasi prolin lebih 
tinggi daripada akumulasi gula total terlarut. Kandungan prolin d m  gula total terlarut 
memiliki kecenderungan mengdami peningkatan mulai dari potensid air -0,03 MPa sarnpai - 
0,67 MPa Akan tetapi peningkatan secara signifikan tetjadi pada potensid air -0,67 MPa, 
karena pada potensial air tersebut kedua zat terlarut tersebut mengalami peningkatan yang 
tinggi terutama pada prolin (Garnbar 5.1 .I). 
Pada kondisi cekaman kekeringan, akumulasi prolin meningkat karena proses 
sintesis prolin dari asam glutarnat meningkat, sedangkan proses degradasi membentuk 
asam glutamat menurun. Dengan demikian, konsentrasi prolin terus meningkat seiring 
dengan semakin besarnya cekaman kekeringan yang telah diberikan (Caplan dan Lyer. 
laesl, siedanPk, aohiniliitih ii)d iiPda lrbiidiai ki&jiii, rprjd, ijiiii fane 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ada di protoplasma dihidrolisis menjadi gula. Akan tetapi gula yang dihasilkan 
ditranslokasikan ke titik-titik tumbuh untuk membentuk tunas, daun maupun batang, 
untuk menahan kelayuan tanaman akibat cekaman kekeringan, sehingga akumulasi gula 
dalam daun tidak sebesar akumulasi prolin (Salisbury dan Ross, 1995). 
0 
- prolln -0.03 -0.19 -0.41 -0.67 
. . .*. . . gula 
~ . ~ .  . - 
potenstel alr (MPa) 
. . - ~ -- ~ -- 
Gambar 5.1.1 Pengaruh stres kekeringan pada kandungan prolin dan gula total terlarut 
pada daun kedelai 
Berdasarkan penelitian Jhana dkk. (2001) dan Johnson dkk. (1995) peningkatan 
kandungan prolin pada daun kacang tanah dan gula pada daun gandum dapat digunakan 
untuk skrining tingkat toleransi tanaman terhadap cekaman kekeringan. Tanaman yang 
toleran terhadap cekaman kekeringan mengalami peningkatan kandungan prolin dan 
gula lebih tinggi daripada tanaman yang peka. Sebaliknya, hasil penelitian Newton dkk. 
(1986) dan Newton dkk. (1985) menunjukkan kandungan prolin dan gula total terlarut 
pada kalus dari variet'as sorghum yang toleran terhadap cekaman kekeringan mengalami 
peningkatan lebih rendah dibandingkan dengan varietas yang peka. Hal ini dikarenakan, 
pada kondisi cekaman kekeringan proses penurunan potensial air kalus pada varietas 
peka terjadi lebih cepat daripada varietas yang toleran, sehingga mengakibatkan proses 
sintesis prolin dan gula total terlarut meningkat lebih tinggi. Prolin dan gula total terlarut 
pada tanaman sorghum berperan sebagai osmoprotecranr. Dengan semakin 
meningkatnya prolin dan gula total terlarut pada kalus diharapkan mampu 
mempertahankan tekanan turgor dengan mengatur potensial osmotik pada kalus. 
sehingga kalus yang peka dapat melakukan pertumbuhan walaupun dalam kondisi 
kekeringan. 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa, penurunan potensial air mengakibatkan 
peningkatan akumulasi prolin pada 5 genotipe kedelai yang diujikan. Akan tetapi, 
masing-masing genotipe memberikan respon akumulasi prolin yang bewariasi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Peningkatan kandungan prolin paling tinggi tejadi pada potensial -0.67 MPa (Garnbar 
5.1.2). Pola peningkatan kandungan prolin pads varietas toleran Dieng dan MLG2805 
serta varietas medium Petek membentuk pola yang teratur. Sedangkan pola peningkatan 
proli pada varietas peka Galunggung clan Tambora, menunjukkan pola yang tidak teratur 
dengan mengdami penunman kandungan prolin pada potensid air -0,03 MPa 
Gambar 5.1.2 Pengaruh stres kekeringan pada kandungan prolin dari daun kedelai 
genotipe toleran, medium dan peka 
Pada potensial air -0,67 MPa peningkatan kandungan prolin antara genotipe toleran 
(Dieng dan MLG2805). medium toleran (Petek) serta peka (Tarnbora dan Galunggung) 
pada potensial air -0,67 MPa mengalami perbedaan. Kandungan prolin pada genotipe 
toleran dan medium meningkat lebih tinggi dibandingkan dengan genotipe peka. 
Genotipe Dieng dan MLG 2805 mengalami peningkatan prolin lebih dari 300% 
dibandingkan dengan kandungan prolin pada kontrol. Pada varietas medium Petek 
kandungan prolin meningkat lebih dari 200%. sedangkan varietas peka Tambora dm 
Galunggung mengalami peningkatan kandungan prolin kurang dari 150% (Gambar 
5.1.3). 
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Gambar 5.1.3 Peningkatan kandungan prolin genotipe toleran, medium dan peka pada 
potensid air -0,41 MPa dan -0.67 MPa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
P e n m a n  potensial air juga meningkatkan kandungan gula terlarut pada daun 
beberapa genotipe kedelai, Peningkatan kandungan gula total terlarut pada 5 genotipe 
kedelai yang diujikan menghasilkan pola yang bervariasi, antara varietas yang toleran, 
medium dan peka (Gambar 5.1.4). Varietas toleran Dieng dan MLG 2805 memiliki pola 
peningkatan yang teratur. Varietas medium Petek mengalami penurunan kandungan 
gula pada potensial air -0.03 MPa dan -0,19 MPa, namun demikian polanya tidak 
terlalu mengalami fluktuasi. Sedangkan varietas peka Tambora dan Galunggung 
mengalami fluktuasi lebih besar dibandingkan dengan varietas toleran dan medium. 
Secara umum kandungan gula total terlarut mengalami peningkatan mulai dari potensial 
air -0,03 sampai -0,67 MPa. Peningkatan paling tinggi tejadi pada potensial air -0,67 
MPa, kecuali pada varietas Dieng. Pada varietas Dieng peningkatan paling tinggi terjadi 
pada potensial air -0,41 MPa. 
s ,L-- 7 - 7- - -. ----- 
0 -0 03 -0 18 -0.41 
Potensial air (MPa) 
Gambar 5.1.4. Pen+ stres kekeringan pada kandungan gda total terlarut dari daun kedelai 
genotipe toleran, medium dan peka 
Pada kandungan gula total terlarut peningkatan paling tinggi juga tejadi pada 
potensial air -0,67 MPa. Pada varietas toleran Dieng dan MLG2805, kandungan gula 
total terlarut mengalami peningkatan sebesar 40 % dan 97%. Pada varietas medium 
Petek peningkatan kandungan gula total terlarut berada pada posisi paling rendah, 
sedangkan varietas peka Tambon dan Galunggung mengalami peningkatan lebih besar 
dibandingkan dengan varietas toleran (Gambar 5.1.5). Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa peningkatan kandungan gula total terlarut dalam kondisi cekaman kekeringan 
tidak berkorelasi dengan tingkat toleransi terhadap kekeringan varietas kedelai di 
lapang. 
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Gambar 5.1.5 Peningkatan kandungan gula total terlarut genotipe toleran, medium dan p e k ~  
pada potensial air -0.41 MPa dan -0.67 Mpa 
Peningkatan akumulasi prolin dan y l a  total pada daun kedelai menyebabkm 
tanaman lebih bersifat toleran terhadap cekaman kekeringan. Hal ini dikarenakan 
semakin meningkatnya akumulasi prolin dan gula total terlarut pada daun kedelai. 
potensial air pada daun lebih negatif (mengalami penurunan) dibandingkan dengan 
potensial air pada tanah, sehingga air melakukan pergerakan menuju ke daerah yang 
memiliki potensial lebih rendah, yaitu dari tanah menuju ke daun tanaman. Dengan 
demikian, tanaman mampu mempertahankan turgiditas daun ketika mengalami cekaman 
kekeringan (Salisbury dan Ross, 1995., Belhassen dan Monneveux, 1996). 
5.2. Pengaruh stres kekeringan pada fase pertumbuhan vegetatif terhadap 
aktivitas enzim superoksid dismutase (SOD) dan peroksidase (POX) 
Stres kekeringan pada fase pertumbuhan vegetatif yang disimulasi dengan 
penambahan PEG dalam media tanam berpengaruh terhadap aktivitas enzim superoksid 
dismutase (SOD) dan POX (POX). Perubahan aktivitas ketiga enzim tersebut di bawah 
kondisi stres kekeringan antara jaringan daun dan akar berbeda (Gambar 5.2.1). 
Aktivitas SOD pada jaringan akar lebih tinggi dibandingkan dengan jaringan daun tetapi 
aktivitas POX pada jaringan akar lebih rendah dibandingkan dengan jaringan daun 
(Gambar 5.2.1). 
Perubahan aktivitas SOD dan POX pada jaringan daun dan akar yang mengalami 
stres kekeringan selarna pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh varietas kedelai yang 
diuji dan besamya penuruinan potensial air. Aktivitas SOD pada jaringan daun dari 
varietas Dieng dan Tidar mengalami peningkatan pada penurunan potensial air sampai - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
0,41 Mpa, sedangkan peningkatan aktivitas SOD pada varietas Tambora hanya tejadi 
pada penurunan potensial air -0,03 Mpa. Aktivitas SOD pada varietas Burangrang di 
bawah kondisi stres justru mengalami penurunan. Pada potensial air -0,67, aktivitas 
SOD daun pada semua vnrietas kedelai yang diuji mengalami penurunan (Gambar 
5.2.1A). 
Di b a d  kondisi stress kekeringan, aktivitas SOD pada jaringan akar tidak 
menunjukkan perubahan yang nyata. Aktivitas SOD pada kondisi non-stres berkisar 
antara 14,5 - 15,7 pnollg BB, sedangkan pada kondisi stres berkisar antara 14,3 - 16,5 
umol/gBB (Gambar 5.2.1B). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa perubahan 
aktivitas enzim SOD pada jaringan daun dan akar di bawah kondisi stress kekeringan 
antara varietas toleran dan peka tidak menujukkan perbedaan yang jelas. 
YarbblKedsW / A  1 hhbr KedeW .~ .~ - ~~~ ~ 1 
hhbr Kedelai Varletas Kedelal 
~- - -~ ~ - .  . I 
Gambar 5.2.1. Pengaruh penurunan potensial air selama pertumbuhan vegetatif terhadap 
aktivitas enzim SOD dan POX pada jaringan daun (A dan C) dan akar (U 
dan D) dari empat varietas kedelai. 
Aktivitas POX pada jaringan dam dan akar dari tanarnan kedelai yang 
mengalami stres kekeringan pada fase vegetatif juga mengalami perubahan. Dalam 
penelitian ini besarnya aktivitas POX masih belum dapat dihitung, masih ditunjukkan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
dengan nilai absorbansi dari besarnya H202 yang masih tersisa. Sehingga semakin kecil 
nilai absorbansi semakin sedikit H202 yang tersisa atau semakin besar Hz02 yang 
dipakai atau semakin tinggi aktivitas POX. 
Penurunan potensial air pada fase pertumbuhan vegetatif kedelai juga dapat 
menyebabkan perubahan aktivitas enzim POX pada jaringan daun dan akar. Pembahan 
aktivitas enzim POX pada jaringan daun pada tanaman yang mengalami stres 
kekeringan bervariasi diantara varietas kedelai yang diuji. Penurunan potensial air 
menyebabkan penurunan aktivitas enzim POX pada varietas toleran Dieng dan Tidar, 
dan semakin besar p e n m a n  potensial air media tanam semakin besar pula penurunan 
aktivitas enzim POX pada jaringan daun. Pada varietas peka Tambora dan Bumngrang, 
penurunan potensial air sampai -0.41 Mpa menyebabkan peningkatan aktivitx POX 
pada jaringan daun. Penurunan aktivitas POX pada varietas burangrang mulai terjadi 
pada p e n m a n  potensial -0.67. Sedangkan aktivitas POX pada varietas Burangrang 
pada potensial air-0.67 masih mengalami peningkatan (Gambar 5.2.1C). 
Penurunan potensial air pada media tanam sampai -0.67 Mpa menyebabkan 
penurunan aktivitas POX pada jaringan akar pada varietas toleran Dieng dan Tidar dan 
varietas peka Burangrang, tetapi meningkatkan aktivitas POX pada varietas peka 
Tatnbora (Gambar 5.2.1D). 
p e n m a n  potensial air selama fase pertumbuhan vegetatif kedelai &pat 
niehyebabkan perubahan aktivitas enzim antioksidant SOD dan POX. Perubahan aktivitas 
enzimenzim ini di bawah kondisi stres kekeringan sangat dipengaruhi oleh varietas 
kedelai yang diuji dan besamya penurunan potensial air. Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa p e n m a n  potensial aif sampai -0,41 Mpa menyebabkan peningkatan aktivitas 
sob pada jarifigan daun dari varietas toleran Dieng dan Tidar tetapi jushu menyebabkan 
penurunan pada varietas peka Tambora dan Burangrang. Sebaliknya p e n m a n  potennial 
air sampai -0,41 dapat menurunkan aktivitas SOD pada jaringan daun dari varietas toleran 
tetapi pada varietas peka justru mengalami peningkatan. Aktivitas SOD dan POX pada 
jaringan akar antara varietas toleran dan peka tidak menunjukkan pola yang berbeda. 
Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan aktivitas SOD dan POX pada jaringan 
daun di bawah stress kekeringan selama pertumbuhan vegetatif berkaitan dengan 
tingkat toleransi varietas kedelai.. Peningkatan aktivitas SOD pada jaringan dam dari 
varietas kedelai toleran yang mengalami stres kekeringan selama pertumbuhan vegetatif 
merupakan reaksi adaptif tanaman terhadap stress kekeringan untuk meningkatkan 
kemampuan dalam menghilangkan ROS. Peningkataan aktivitas enzim antioksidan ini 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
pada varietas kedelai yang toleran menegaskaan adaptasi fisiologi yang lebih baik dari 
varietas ini di bawah kondisi kekeringan. 
Sedangkan penurunan aktivitas SOD pada jaringan dam pada penurunan potensial 
air yang tinggi atau pada varietas tanaman sebagai pertanda toxicosis tanaman. Perbedmn 
perubahan aktivitas enzim SOD dan POX antara varietas toleran dan peka ini 
menunjukkan adanya perbedaan kemarnpuan beradaptasi dari varietas tersebut terhadap 
stres kekeringan yang tejadi selama pertumbuhan vegetatif. Sehingga perubahan aktivitas 
SOD pada jaringan daun yang mengalami stres kekeringan dapat digunakan sebagai 
indikator dari toleransi genotip kedelai terhadap stres kekeringan. 
Stres kekeringan merupakan salah satu faktor lingkungan yang sangat penting 
dalam mengatur pertumbuhan Jan perkembangan tanaman. Tanaman dapat rnerespon dan 
beradaptasi terhadap stres kekeringan dengan cam mengubah metabolisme seluler. Stres 
kekeringan dapat menginduksi ROS yang dapat menyebabkan kemsakan lipid mernbran. 
protein dan DNA. SOD merupakan enzim antioksidan yang dapat melindungi sel terhadap 
kerusakan oksidatif tersebut dan mempunyai peran penting dalrim rnenitigkatkan resistknsi 
tanaman terhadap stres oksidatif. 
Peningkatarl aktivitas SOD di bawah kondisi stres abiotik juga telah dildpofkan 
oleh beberapa peneliti sebelumnya, yaitu pada tanaman Ulmus pumila L. yang 
mengalami stres garam (Song et al., 2006), tanamad jagung yang mengaltimi stre!i aif 
(Jiang dan Zhang, 2002) dan tanaman Vigna radiata yang mengalami stres A1 (Panda et 
a[. ,  2003). 
Adanya perbedaan aktivitas enzirn antioksidan yang mengalami stres abiotik 
antara varietas toleran dan peka telah banyak dilaporkan. ~ a s i i  penelitid Acar er dl., 
(2001) menunjukkan bahwa aktivitas S U ~  pada kultivar barley yang resisten terhadap 
kekeringan lebih tinggi dibandingkan dengan aktivitas SOD ddri kultivar barley yang 
peka. Sedangkan Das et al., (2004) melaporkan bahwa aktivitas enzim CAT dan POX 
pada kultivar padi yang toleran lebih tinggi dibaridingkan dengilli kultivar y ~ g  p e k ~ .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
53. Pengamh stres kekeringan terhadap pertumbuhan dan aktivitas 
enzirn SOD, CAT dan POX pada kecambah kedelai 
Kondisi stres kekeringan yang disimulasi dengan penambahan PEG pada media 
perkecambahan dapat menghambat perkecambahan kedelai. Semakin tinggi PEG yang 
ditarnbahkan dalam media atau semakin tinggi penurunan potensial air dalam media 
tanam semakin tinggi pula penghambatan perkecambahan kedelai. Penghambatan 
perkecambahan ditunjukkan dengan terjadinya p e n m a n  persentase perkecambal~an 
dan penghambatan pertumbuhan panjang hipokotil. Penghambatan pertumbuhan 
kecambah kedelai mulai tejadi pada penurunan potensial air -0,03 Mpa (Gambar 5.3.1). 
Gambar 5.3.1. Pengaruh penurunan potensial air dalam media tanam terhadap 
perkecambahan beberapa varietas kedelai. A. Persentase 
perkecambahan, B panjang hipokotil 
Setiap varietas kedelai uji mempunyai respon perkecambahan yang berbeda 
terhadap p e n m a n  potensial air. P e n m a n  potensial 0.03 Mpa sudah dapat 
menghambat perkecambahan varietas Tambora. Perkecambahan biji pada varietas 
Burangrang mulai terhambat pada penurunan potensial air -0.41 Mpa, sedangkan 
perkecambahan pada varietas Dieng, dan Tidar terhambat pada penurunan potensial air - 
0.67 Mpa (Tabel I,  Lampiran). Hasil seleksi in vitro dan ex vitro yang dilakukan pada 
penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa varietas Dieng, dan Tidar termasuk dalam 
kelotnpak taleran kekeringah sedangkari varietas Tambora dan Burangrang termasuk 
dalam kelompok peka. Hal ini menunjukkan ada korelasi antara tingkat toleransi 
kekeringan dari varietas kedelai dengan kemanipuan berkecambah biji pada media yang 
mengandung PEG. 
Berbeda dengan persentase perkecambahan, penghambatan pertumbuhan hipokotil 
tidak berkorelasi dengan tingkat toleransi terhadap stres kekeringan dari varietas 
kedelai. Varietas toleran Dieng mengalami penghambatan pertumbuhan hipokotil pada 
penurunan potensial air -0.03 Mpa, sedangkan varietas toleran Tidar dan varietas peka 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Burangrang dan Tambora baru mengalami penghambatan pertumbuhan hipokotil pada 
p e n m a n  potensial air pada media tanam -0.1 9 Mpa (Tabel 1, Lampiran) 
Respon perkecambahan yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan tingkat 
homeostatis tiap varietas dalam merespon besarnya pembahan lingkunganlstres 
kekeringan yang disimulasikan dengan PEG. Perbedaan homeostatis ini dikendalikan 
secara genetik dan menentukan adaptasi tanaman terhadap stres lingkungan. Menurut 
Salisbury dan Ross (1992), ha1 ini disebabkan karena adanya keragaman genetik dalam 
spesies, sehingga saat tekanan seleksi diberikan, respon dari tiap varietas juga berbeda. 
Kimball (2000) menyatakan gen yang diwarisi suatu individu menentukan potensi yang 
dapat dicapainya sejalan dengan pertumbuhan dan perkembangannya, sedangkan 
lingkungan menentukan sarnpai dimana derajat potensi ini akan tercapai. Yamaychi 
dkk., (1994) telah berhasil mengisolasi 25 gen yang responsif terhadap kondisi 
kekurangan air pada tanaman Arabidopsis thaliana L., dan menganalisis ekspresi gen- 
gen tersebut. Hasilnya gen-gen tertentu hanya responsif terhadap kondisi lingkungan 
tertentu saja Gen rd29A responsif terhadap kondisi cekaman salinitas, sedangkan gen 
Atmyb2 responsif terhadap stres air dan ABA. 
Tanaman mengembangkan suatu strategi dalam menghadapi cekaman kekeringan 
yang meliputi escape (lolos), avoidance (menghindar) dan tolerance (tahan). Pada 
tanaman escaper, tanaman akan mengurangi daparan kekeringan dengan segera 
menyelesaikan siklus hidupnya. Aspek ketahanannya meliputi perkembangan daun yang 
mengecil dan tebal dengan lapisan kutikula, p e n m a n  Iuas d a b  dan penutupan 
stomata. Tanaman avoidance memiliki strategi adaptasi dengan mengkonservasi air 
kemudian menyuplai air ke organ -organ tanaman di atas tanah, yaitu dengan 
memanjangkan akar tanaman. Tanaman toleran kekeringan mempunyai mekanisme 
tersendiri yang berkaitan dengan sifat genetis yang mengekspresikan sifat toleran 
terhadap cekaman kekeringan (Marieva dkk., 2001). 
P e n m a n  potensial air pada media tanam juga dapat menyebabkan pembahan 
aktivitas enzim SOD, CAT dan POX pada hipokotil dan akar kecambah kedelai. Adn 
perbedaan antara aktivitas ke tiga enzim tersebut pada jaringan hipokotil dan akar 
kecambah. Akar menunjukkan aktivitas SOD dan CAT yang lebih tinggi dibandingkan 
dengan hipokotil (Gambar 5.3.2 ABCD). Aktivitas SOD dan CAT pada jaringan akar 
berkisar antara 5,l-5,2 umoVg BB dan 6,2-10,5 urnoVgBB, sedangkan aktivitas SOD 
dan CAT pada hipokotil berkisar 2,8-4,4 umol1gBB dan 4,8-9,2 umollg BB. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Perubahan aktivitas enzim SOD, CAT dan POX pada kecambah yang 
mengalami stres kekeringan bervariasi diantara 4 varietas kedelai yang diuji. Aktivitas 
SOD pada jaringan hipokotil dari pada varietas Tidar, Tambora dan Burangrang 
mengalami peningkatan pada penurunan potensial air -0,03 Mpa, sedangkan aktivitas 
SOD pada varietas Dieng mengalami peningkatan pada potensial air -0.19 Mpa. Pada 
potensial air -0,67 Mpa, aktivitas SOD pada semua varietas kedelai mengalami 
penurunan. Pada potensial air -0.67 Mpa, varietas yang mempunyai tingkat toleransi 
terhadap stress kekeringan lebih tinggi (Dieng, Tidar) mengalami penurunan aktivitas 
SOD yang lebih kecil dibandingkan dengan varietas yang lebih peka (Tambora dan 
Burangrang) (Gambar 5.3.2A). Berbeda dengan aktivitas SOD pada jaringan hipokotil, 
perubahan aktivitas SOD pada jaringan akar kecambah dalain kondisi stres nampak 
tidak nyata. (Gambar 5.3.2B). 
Aktivitas CAT kecambah dalam kondisi stres kekeringan juga bervariasi 
diantara varietas kedelai yang diuji. Varietas peka Tambora dan Burangrang mengalami 
penurunan aktivitas CAT pada penurunan potetlsial air 0.03 Mpa sampai - 0,67 Mpcl. 
Semakin rendah potensial air semakin tinggi penurunan aktivitas CAT pada jaingan 
hipokotil maupun akar. Aktivitas CAT pada varietas toleran menutun dengan pbtensial 
air -0.03 Mpa dan kemudian meningkat pada potensial air -0,19 Mpa  amba bar 
5.3.2C,D) 
Penurunan potensial air pada media tanam menyebabkan penurunan aktivitas 
erizim POX pada hipdkotil kecambah pada semua varietas kedelai ydng diuji. Semakin 
besar penurunan potensial air semakin besar pula penurunan aktivitas POX. bari 
penelitian ini nampak bahwa tidak ada perbedah penurunan aktiviias POX antara 
varietas yang toleran (Dieng d m  Tidar) dengan varietas yang peka (Tambora dr~n 
Burangrang (Garnbar 5.3.2E). 
Berbeda dengan aktivitas enzim POX pada hipokotil kecambah, pentirunan 
potensial air justru menyebabkan peningkataii dtivitils POX pada akar kecambah bada 
semua varietas kedelai yang diuji (Gambar 5.3.2E). Tetapi pada potensial air -0.41 Mpa. 
aktivitas POX akar dari varietas peka Burangrang dan Tambora mengalami peningkatan 
sedangkan pada varietas toleran Dieng dan Tidar mengalami penurunan (Gambar 
5.3.2F3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Garnbar 5.3.2. Pengaruh penurunan potensial air terhadap aktivitas enzim SOD, CAT 
dan POX pada jaringan hipokotil (A,C,E) dan akar (B,D,F) kecambah dari 
empat varietas kedelai. 
S t ~ s  kekeringan selain dapat menginduksi akurnulasi asam absisat, prolin dan 
gula, juga dapat menyebabkan peningkatan produksi readive oxygen species 010s) atau 
senyawa oksigen reaktif seperti superoxide radical (02 ), hydroxyl radical (OH), hydrogen 
peroxide 13202) dan afRoxyZ radical (RO). ROS yang dihasilkan dalam sel akan 
didetoksifikasi oleh sistem antioksidant enzimatik dan non enzimatik. ROS jika tidak 
didetoksifikasi dapat menyebabkan kemsakan-kemsakan pada molekul lipid, protein 
maupun DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Enzim SOD, CAT dan POX me~pdCaII enzim antioksidan yang mempunyai peran 
penting dalam meningkatkam resistensi tanaman terhadap s w s  oksidatif. Enzim SOD 
mampu mengkonfersi radikal superoksid menjadi hidrogen peroksida (H202). Walaupum 
Hz02 tidak sereaktif superoksid, tetapi masih bempa radikal bebas yang tidak stabil dm 
berbahaya bagi tanaman karena pengaruh oksidatif dan detrukstihya pada metabolisme 
tanaman. Dalam organisme, H29 dan superoksid yang lain akan dikonfersi menjadi 
oksigen dan air oleh CAT dan POX (Onyayar dan Cekik, 2005; Panda dan Khan, 2004).. 
Di bawah kondisi stres, aktivitas SOD, CAT dan POX pada tanaman biasanya 
dianggap sebagai indikator dari toleransi genotip terhadap kondisi stres. Menun~t 
Mulholland et u1.,(2003), pengaruh stres kekeringan terhadap pembahan enzim antioksidan 
diioordinasi oleh peningkatan sejumlah hormon. ABA dapat menyebabkan peningkatan 
ROS, menginduksi ekspresi gen antioksidan yang mengkode SOD dan CAT dnn 
meningkatkan aktivitas ennm antioksidan SOD, CAT, askorbat POX dan glutathione 
reduktase (Guan el ~1,2000; Jiang dan Zhany, 2002; Guan dan Scandalios, 1998). 
Hasil penelitian ini menunjukkan adanya penurunan aktivitas SOD, CAT dan 
POX pada jaringan hipokotil kecambah kedelai di bawah kondisi stres kekeringan. 
Peningkatan aktivitas enzim antioksidan hanya terjadi pada aktivitas SOD dm pada 
jaringan hipokotil dan POX pada jaringan akar. Kecenderungan penurunan aktivitas 
enzirn SOD, CAT dan POX jaringan hipokotil pada penurunan potensial air ini diduga 
disebabkan karena ketidakmampuannya untuk mendetoksifikasi ROS secara langsung. 
Penurunan atifitas enzim antioksidan di bawah kondisi stres abiotik juga telah 
dilaporkan oleh beberapa peneliti sebelumnya, yaitu penurunan aktivitas SOD  pad:^ 
tanaman Hydrillu verticulluto yang mengalami stres kekeringan yang disimulasi dengan 
PEG (Panda dan Khan, 2004), penurunan aktivitas CAT pada tanaman padi yang 
mengalami stres garam (Sawada et al, .....), penurunan aktivitas POX pada kecambah 
tomat yang mengalami stres kekeringan (Onyayar dan Cekik, 2005) dan tanaman padi 
yang mengalami stres garam. Menurut Chen el 01.. 1993, 1997), penurunan aktivitas 
CAT pada tanaman tembakau dan padi di bawah kondisi stres disebabkan oleh adanya 
akumulasi asam salisilat . Sedangkan hasil penelitian Demiral er ul., (2005) pada 
tanaman barley menunjukkan bahwa penurunan aktivitas POX disebabkan adanya 
peningkatan akumulasi protein daun. 
Berbeda dengan aktivitas enzim SOD, CAT dan POX pada jaringan hipokotil 
yang mengalami p e n m a n  di bawah kondisi stress kekeringan, aktivitas POX pada 
jaringan akar di bawah kondisi stres kekeringan justru mengalami peningkatan. Adanya 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
perbedaan aktivitas enzim POX antara jaringan yang berbeda juga dilaporkan oleh 
Onyayar d m  Cekik (2005) pada tanaman tomat di bawah kondisi stres kekeringnn. 
Kekeringan menginduksi peningkatan aktivitas POX pada jaringan daun muda tetapi 
menurunkan aktivitas POX pada jaringan daun tua. 
Selain dipengamhi oleh umur atau jenis organ tanarnan, nktivitas enzim 
antioksidan juga dipengamhi oleh kultivar yang berbeda. Flasil penelitian ini 
menunjuldtan bahwa aktivitas SOD dan CAT pada jaringan hipokotil dari varietas 
kedelai yang toleran (Dieng dan Tidar) pada penumnan potensial air -0,41 Mpa 
mengalami penurunan lebih kecil dibandingkan dengan varietas kedelai peka (Tambora 
dan Burangrang). Di bawah konsisi stres kekeringan, aktivitas POX akar pada varietas 
ke&lai yang toleran meningkat sejalan dengan peningkatan penurunan potensial air. 
Sednngkan pada varietas peka, peningkatan aktivitas POX hanya tejadi sampai pada 
penunman potensial air -0,19 Mpa, pada penurunan potensial air -0,41 Mpa aktivitas 
POX mengalami penurunan. Hal ini menunjukkan bahwa peningkatan aktivitas SOD 
dan CAT pada jaringan hipokotil dan aktivitas POX pada jaringan akar di bawah stress 
kekeringah berkaitan dengan tingkat toleransi varietas kedelai. Peningkataan aktivitas 
enzim antioksidan ini pada varietas kedelai yang toleran menegaskaan adaptasi fisiologi 
yang lebih baik dari varietas ini di bawah kondisi kekeringan. 
Beberapa hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa aktivitas anzim 
antiobiclan p a d a m a n  d i bawah stress biasanya dianggap sebagai indikator toleransi 
genotip-terhadap kondisi stres. Hasil penelitian Acar et al., (2001) menunjukkan bahwa 
aktivitas SOD pada kultivar barley yang resisten terhadap kekeringan lebih tinggi 
dibmdingkan dengan aktivitas SOD dari kultivar barley yang peka. Sedangkan Das et 
ol., (3304) melaporkan bahwa aktivitas enzim CAT dan POX pada kultivar padi yang 
tolewr le%ih tinggi dibandingkan dengan kultivar yang peka. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
BAB VI 
KESIMPULAN 
Penurunan potensial air pada fkse pertumbuhan vegetatif kedelai rnampu 
meningkatkan akumulasi prolin dan gula total terlarut. Akumulasi prolin dapat 
digunakan sebagai indikator toleransi kekeringan, sedangkan peningkatan akumulasi 
y l a  total terlarut dalam kondisi stres kekeringan tidak berkorelasi dengan tingkat 
toleransi varietas kedelai terhadap stres kekeringan. Varietas toleran mengalami 
peningkatan akumulasi prolin lebih tinggi dengan kecenderungan memiliki pola yang 
teratur, dibandingkan dengan varietas peka. 
P e n m a n  potensial air selama fase pertumbuhan vegetatif kedelai juga 
menyebabkan pembahan aktivitas enzim SOD dan POX pada jaringan daun dan aka .  
Pembahan aktifitas SOD dan POX di bawah kondisi stres kekeringan sangat 
dipengaruhi oleh varietas kedelai yang diuji dan besarnya penurunan potensial air. 
P e ~ b a h a n  aktivitas SOD dan POX pada jaringan daun di bawah kondisi stres 
kekeringan berkorelasi dengan tingkat toleransi varietas terhadap stres kekeringan. 
Penurunan potensial air rneningkatan aktifitas SOD pada jaringan daun dari varietcls 
toleran Dieng dan Tidar tetapi menurunkan aktititas SOD pada varietas peka. 
Sebaliknya penurunan potensial air menu~IIkan aktivitas POX pada jaringan daun dari 
varietas toleran dan meningkatkan aktivitas POX pada varietas peka. Tidak ada 
perbedaan yang jelas antara aktifitas SOD dan POX pada jaringan akar a n t m  varietas 
toleran dan peka. 
Pembahan aktifitas SOD, CAT dan POX di bawah kondisi stres kekeringan pads 
fase perkecambahan juga dipengaruhi ole11 varietas kedelai yang diuji dan besarnya 
p e n m a n  potensial air. Pada potensial -0,67 Mps, penurunan aktivitas SOD pnda 
jaringan d a m  dan aktivitas peroksidase pada jaringan akar dari varietas toleran lebih 
rendah dibandingkan dengan varietas peka. Sedangkan aktivitas CAT pada jarinbm 
hipokotil dan akar a n t m  varietas toleran dan peka tidak menunjukan pola yang jelas. 
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LAMPIRAN 
Lampiran 1. 
Tabel 1. Rata-rata persentase perkecambahan dan panjang hipokotil kecambah di bawah 
kondisi stres kekeringan. 
Persentase Perkecambahan 
Varietas ("h) Panjang Hipokotil (cm) 
0 -0.03 -0.19 -0.41 0 -0.03 -0.19 -0.41 
Dienp, 90a  100a 87a 64b  11.8a 5.7b 5.2b 1 . 4 ~  
~ i d L  97 a 90 a 83 ab 56 b 10.6 a 8.40 a 3.0 b 0.9 b 
MLG2805 100 a 97 a 98a  72b  11.8a 8.0b 4 . 8 ~  1.1d 
Tambora l00a 70b 43 c 18d 9.3a 7.6 a 2.3 b 0.6 b 
Burangrang 100 a 100 a 68 b 30 c 7.9 a 5.7 a 1.5 b 0.7 b 
IdSC8606 100 a 87 ab 70 bc 42 c 13.8 a 6.7 b 2.4 c 1.2 c 
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DRAF ARTIKEL ILMIAH 
Pengamh stres kekeringan pada fase vegetatif terhadap kandungan prolin, gllla total 
terlarut pada beberapa genotip kedelai (Glycine max (L.) Merr.) 
Wahyu Widoretno, Linda winarsih 
Jurusan Biologi, Fakultas MIPA, Universitas Brawijaya Malang 
ABSTRQK 
Penelitian ini bertujuan untuk: (1) mengetahui pengaruh cekaman kekeringan yang disimulasi 
polietilena glikol (PEG) pada pertumbuhan vegetatif, kandungan prolin dan gula total terlaiut 
beberapa genotipe kedelai, (2) mengetahui tingkat toleransi k e k e ~ g a n  beberapa genotipe kedelai 
berdawkan respon perhmbuhan vegetatif pada kondisi kekeringan, (3) menentukan indikator 
fisiologis untuk toleransi kekeringan pada kedelai. Evaluasi pengaruh cekaman kekeringan dilakukan 
dengan menambahkan PEG pada media tanam selama 2 minggu dengan konsentrasi 5%, 10%. 15% 
dan 2Wh, yang setara dengan 4 0 3 ,  -0.19, -0,41 dan -0,67 MPa. Rancangan percobaan yang diynakan 
adalah rancangan acak kelompok faktorial dengan dua faktor, yaitu genotipe kedelai dan konscntrasi 
PEG. Evaluasi knrakter fisiologis dilakukan dengan analisis prolin dan y l a  total terlarut pada daun 
kedelai dari genotipe toleran, medium dan peka cekaman kekeringan. Cekaman kekeringan dapat 
menghambat pertambalm1 tinggi tanaman, jumlah daun, luas daun, panjang internodus, darl 
menurunkan biomassa akar dan tajuk. Semakin besar dan lama cekaman kekeringan, semakin tinggi 
penghambatan pada pertumbuhan vegetatif. B e m y a  penghambatan perhmbuhan vegetatif bervariasi 
diantara genotipe kedelai yang diujikan. Penurunan potensial air mampu meningkatkan akumulasi 
prolin dan &la total terlaiut pada daun 5 genotipe kedelai yang diuji den= peningkatm yang 
belvariasi. Aku~nulasi orolin daoat diwnakan sebaeai indikator toleransi kekerinm. Vnrietns tolera~ 
- " 
mengalami peningka& akumuiasi prilin lebih tinggi dengan pola yang teratur, dibandingkan dengal, 
varietas peka. Sedannkan akumulasi mla total terlarut tidak dapat dirmnakan sebanai indikator tingkat 
to lemi '  kekeringan: karena akum;lasinya pada varietas tole& dan peka 6dak menunjukltan 
perbdaan. 
Kata kunci : gula total terlarut, kedelai, polietilena glikol (PEG), prolin 
The Effects of Drought Stress at Vegetative Phase on Growth, Proline and Soluble Total Sugar 
Content of Some Genotype Soybean (Glycine nrar (L) Merr.) 
Wahyu Widoretno and Linda winarsih 
Jurusan Biologi, Fakul~as MIPA, Universilas Brawijaya, Malang 
ABSTRACT 
The objectives of this experiment were ( I )  to evaluate the influence of drought stress 
simulated by PEG on vegetative growth, content of proline and soluble total sugar of soybean 
genotypes, (2) to determine the physiological indicator for drought tolerance on soybean. The 
effect of drought stress were evaluated by addition of 5%, lo%, 15% and 20% PEG on medium 
which qivalen -0,03, -0.19, 4,41 and -0.67 MPa The expcriment were carried out in a factorial 
randomized complete block design (RCBD) with 2 factors namely, soybean genotypes and PEG 
concentration with LSD continous test (a0.05). The physiological characters were evaluated by 
analyzing proline and soluble total sugar on soybean's leave of tolerant, medium and sensitive 
genotypes to drought stress. Drought stress in media inhibited vegetative growth of soybean. 
The inhibition of vegetative growth increased with increasing of drought stress. The inhibition 
level of vegetative growth was varying among soybean genotypes. Drought stress on soybeim 
increased proline and soluble total sugar. The higher drought stress, the higher accumulation of 
proline and soluble total sugar. Increasing the content of proline and soluble total sugar were 
varying among tested soybean genotypes. Accumulation of proline could be uscd as an indicator 
for dought stress tolerance of soybean. The accumulation of proline on tolerant genotypes was 
higher than sensitive ones and had regular pattern. While the accumulation of soluble total sugar 
of soybean under drought stress condition could not be used as an indicator for dought stress 
tolerance of soybean. 
Keyword : polyetliylena glycol (PEG), proline, soluble total sugar, soybean 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Latar Belakang 
Kebutuhan konsumsi kedelai di Indonesia semakin meningkat mencapai 2,24 juta 
ton setiap tahunnya, tetapi kapasitas produksi nasional hanya mampu menghasilkan 1.19 
juta ton pada tahun 2000. Akibatnya untuk memenuhi kebutulmn tersebut pemerintah 
hams mengimpor kedelai sebanyak 1,16 juta ton per tahun (Suharjawanasuria, 2001). 
Berdasarkan Biro Pusat Data Statistik Deptan (2001), produksi kedelai di Indonesia 
mengalami penurunan, yaitu dari 18.699.713 ton pada tahun 1992 menjadi 1.259.152 
ton pada tahun 2004. 
Menurunnya produksi kedelai di Indonesia disebabkan oleh beberapa faktor, 
diantaranya adalah cekaman kekeringan, rendahnya penggunaan benih bermutu oleh 
petani dan masalah pengendalian hama sampai saat ini masih belum baik 
(Suharjawanasuria, 2001). Menurut Sunarpi (2003), pada tanaman legum keterbatasan 
air tanah adalah faktor pembatas pertumbuhan yang cukup menekan produksi tanaman 
pertanian hingga 40%-60%. Cekaman kekeringan pada fase vegetatif mengakibatkan 
penurunan luas daun, hasil panen dan berat kering tajuk (Kisman, 2003) d m  mampu 
menurunkan hasil panen sampai 50 % (Sugito, 1999). 
Cekaman kekeringan pada tanaman menyebabkan perubahan pertumbuhan clan 
fisiologi tanaman. Respon pertumbuhan meliputi: daun klorosis dan nekrosis. 
pertumbuhan lambat, penurunan biomassa akar, batang, daun dan produksi biji 
(Pantalone dkk.,1997), penurunan kecepatan perluasan sel dan penurunan luas area daun 
(Pattanagul dan Mudore, 1999). Perubahan fisiologis sering dianggap sebagai bentuh 
adaptasi tanaman dalam menghadapi cekaman kekeringan agar bisa bertahan hidup. 
Pembahan tersebut diantaranya adalah. peningkatan kandungan gula dan prolin. 
Peningkatan kandungan gula tejadi karena adanya cekaman kekeringan, yang 
mengakibatkan karbohidrat tidak mudah ditranslokasikan ke titik-titik tumbuh untuk 
membentuk tunas, daun maupun batang sehingga karbohidrat dihidrolisis menjadi gula 
agar mudah ditranslokasikan ke titik-titik tumbuh tanaman tersebut (Salisbury dan Ross, 
1995). 
Kondisi kekurangan air pada tanaman menyebabkan konsentrasi asam amino prolin 
meningkat lebih banyak. Peningkatan prolin pada saat cekaman kekeringan berperan 
membantu meningkatkan toleransi tanaman terhadap kekeringan dengan bertindak 
sebagai cadagan nitrogen atau sebagai molekul zat terlarut yang mengurangi potensial 
air sitoplasma (Gardner dkk., 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Menurut Rodriguez (1997), perbedaan peningkatan kandungan prolin clan y l a  b i s ~  
digunakan sebagai indikator fisiologis untuk t o l e m i  terhadap cekaman kekeringan pada 
barley. Oleh karena itu dilakukan penelitian untuk mengevaluasi tingkat toleransi terhadap 
cekaman kekeringan dari beberapa genotipe kedelai serta untuk mengetahui apakah respon 
pertumbuhan serta akumulasi gula dan prolin dapat dijadikan sebagai indikator fisiologis 
untuk toleransi kekeringan pada kedelai. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengamh cekaman kekeringan pada 
pertumbuhan vegetatif, kandungan prolin dan gula total terlamt beberapa genotipe 
kedelai sera mengetahui respon fisiologis yang dapat digunakan sebagai indikator 
toleransi kekeringan. 
Metode penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai bulan Desember 2005 di 
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan, Kultur Jaringan dan Mikroteknik (FKM) dan di rumah 
kaca, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 
Brawijaya, Malang. 
Penelitian dilakukan dengan menggunakan 5 genotipe, yaitu Dieng dan MLG 2805 
(toleran) Galunggung, Petek dan Tamborn (peka).. Rancangan percobaan yang digunakan 
adalah Rancangan Acak Kelompok (RAK) faktorial dengan dua faktor dan ulangan sebagai 
kelompok. Faktor pertarna adalah genotipe kedelai terdiri dari 13 genotipe. Faktor k e d ~ ~ : ~  
adalah konsentrasi PEG(6000) yang terdiri atas 0%. 5%, lo%, 15% dan 20%. Perlakuan 
diulang sebanyak 3X. 
Penanaman benih kedelai dilakukan pada media campuran pasir dan arang sekam 
(1:l). Media tersebut berguna untuk mempermudah penyerapan air dan penembusan 
akar. Setiap genotipe dilakukan penanaman sebanyak 30 benih untuk 6 polibag (@ 
polibag ditanami 6 benih). Sebelum diberi perlakuan, dari setiap polibag dipilih 3 
tanaman yang seragam. Tanaman kedelai ini dipelihara di mmah kaca. Penyiraman air 
dilakukan setiap hari dengan kapasitas air jenuh dan dihentikan setelah tanaman 
berumur 3 minggu. 
Kondisi cekaman kekeringan disimulasi dengan mengynakan PEG dengan 
konsentrasi 5%, 10 %, 15 % dan 20 % yang setara dengan potensial air -0,03, -0,19. - 
0,41, -0,67 MPa (Mexnl dkk., 1975). Perlakuan cekaman kekeringan dilakukan dengan 
menyiramkan larutan PEG pada media tanam dari tanaman kedelai yang bemmur 3 
minggu. Penyiraman PEG dilakukan setiap hari dengan volume 75 ml selama 2 minggu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Evaluasi respon pertumbuhan vegetatif terhadap cekaman kekeringan dilakultan 
setelah 1 dan 2 nlinggu perlakunn, sedangkan evaluasi respon fisiologis dilakukan 2 
minggu setelah perlakuan. Respon pertumbuhan vegetatif yang diamati meliputi: tinggi 
tanaman, panjang internodus, jumlah daun trifoliate, luas daun, berat basah akar dm 
tajuk, serta berat kering akar dan tajuk. Pengukuran dan penghitungan tinggi tanaman, 
jumlah daun trifoliate, panjang internodus d m  luas daun dilakukan 1 minggu dan 2 
mingy  setelah perlakuan. Sedangkan untuk berat basah akar dan tajuk serta berat 
kering akar dan tajuk dilakukan pada akhir pengamatan, yaitu akhir minggu ke lima. 
Tinggi tanaman diukur mulai dari pennukaan tanah sampai ujung tanaman. Jumlah 
daun trifoliate dihitung dari daun trifoliate yang pertama tumbuh sampai daun trifoliate 
ke dua dari pucuk yang sudah membuka sempurna. Luas daun diukur dengan 
menggunakan leaf area meter. Daun yang diukur adalah daun trifoliate ke dua dari 
pucuk yang sudah membuka sempurna. Berat basah untuk tajuk langsung dilimbang 
setelah dipanen, sedangkan untuk akar dicuci untuk menghilangkan tanah yang melekat 
dan dikeringkan dengan tissu kemudian ditimbang. Sedangkan berat kering tajuk dan 
akar masing-masing dioven pada suhu 80°C selama 2 hari. 
Evaluasi respon fisiologis terhadap cekaman kekeringan dilakukan dengan 
menganalisis kandungan prolin dan gula total terlarut pada daun trifoliate kedua dari 
pucuk tanaman dalam kondisi cekaman dan non cekaman dari genotipe yang toleran, 
medium dan peka terhadap cekaman kekeringan. 
Analisis Kandungan Prolin 
Analisis kandungan prolin dilakukan berdasarkan metode Bates dkk., (1 973). Daun 
brifoliate kedua dari pucuk yang sudah membuka sempurna ditimbang seberat * 0,l g n m  
digerus dan dihomogenasikan dengan 5 rnl asam sulfosalisilat (3%). Selanjutnya 
campuran disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 20 menit, dan supemat'm 
yang didapat dipisahkan. Dua ml supernatan yang didapat direaksikan dengan 2 ml 
larutan asam asetat glasial dan 2 ml larutan asam ninhidrin (Lampiran I )  dalam tabung 
reaksi. Kemudian selama 60 menit dipanaskan pada penangas api dengan suhu 100 "C. 
Reaksi diakhiri dengan menginkubasikan larutan dalam es selama rt 5 menil. 
Selanjutnya hasil reaksi diekstraksi dengan 4 ml toluene dan di vortex selama 1 menit 
sehingga terbentuk kromoform. Kromoforrn yang terbentuk diukur absorbansinya 
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 520 nrn. Untuk standart digunakan 
DL-proline yang dilarutkan dalam asam sulfosalisilat (3%). Selanjutnya dibuat kurva 
standar prolin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Analisis Kandungan Gula Total Terlarut 
Kadar gula total dianalisis berdasarkan metode Irigoyen dkk., (1992). Daun trifoliate 
kedua dari pucuk yang sudah mcmbuka sempurna ditimbang seberat + O,i gram, digen~s 
dan ditambah 25 ml alkohol 80% panas. Campuran disentrifugasi selama 20 menit pada 
kecepatan 5000 rpm, supernatant yang didapat diarnbil dan dimasukkan dalam beaker 
glass, kemudian ditempatkan pada water bath suhu 100°C sampai alkohol hilang 
(menyap). Kemudian volume supernatan ditera sampai mencapai volume 100 ml. 
Selanjutnya diambil 1 ml supernatan, ditaruh dalarn tabung reaksi, dan ditambahkan 1 
ml Hz0 dan 5 ml reagen anthrone. Reaksi diakhiri dengan menginkubasikan lamtan 
dalam es selama rtS menit. Selanjutnya dengan menggunakan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 630 nm ditentukan kandungan gula total terlarutnya. Sebagai 
standart digunakan 1 ml larutan gula yang direaksikan dengan 5 ml reagen anthrone, 
selanjutnya dibuat kurva standar glukosa. 
Analisis Data 
Data dianalisis dengan ANOVA dengan uji lanjutan menggunakan BNT pada selang 
kepercayaan 95 %. 
Hasil dan Pembahasan 
Salah satu mekanisme toleransi tanamnn dslarn menghadapi stres kekeringan atlal:~l~ 
melakukan perubahan aktivitas fisiologi, yaitu dengan mengakumulasi zat terlarut 
seperti prolin dan gula total terlarut. Akumulasi zat terlarut tersebut membzuitu tanaman 
dalam rnempertahankan diri terhadap kondisi kekeringan (Sunarpi, 2003). Prolin 
berperan sebagai pencegah dehidrasi dan kerusakan sel dengan menyeimbangkan 
potensial osmotik sitoplasma dengan lingkungan sekitarnya (Al-Bahrany, 2002). 
membantu meningkatkan toleransi terhadap kekeringan dengan bertindak sebagai 
penyimpan nitrogen atau sebagai zat terlarut yang meningkatkan potensial solut dalam 
sitoplasma, sehingga air akan masuk menuju sitoplasma (Gardner dkk.,l99l). 
Sedangkan gula berfungsi menjaga stabilitas membran sel dan melindungi protein 
(Darbyshire, 1974) serta meningkatkan potensial solut daun sehingga membantu 
turgiditas ketika tanaman mengalami cekaman kekeringan (Widoretno dan Sudarsono 
2004). 
Evaluasi kandungan prolin dan kandungan gula total terlamt dalam kondisi stres dan 
non-stres kekeringan dilakukan pada lima genotip kedelai yang mempunyai tingkat 
toleransi yang berbeda, yaitu Dieng dan MLG280S dari kelompok toleran, Petek dari 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
kelompok medium serta Tambora dan Galunggung dari kelompok peka. Hasil penelitinn 
menunjukkan hahwa kandungan prolin dan gula total terlarut dalam daun mengalan~i 
akumulasi seiring dengan menurunnya potensial air, akan tetapi akumulasi prolin lehih 
tinggi daripada akumulasi y l a  total terlarut. Kandungan prolin dan gula toLd terlarut 
memiliki kecenderungan mengalami peningkatan mulai dari potensid air -0,03 MPa sampai - 
0,67 MPa Akan tetapi peningkatan s e w  signifikan tejadi pada potensid air -0,67 MPa 
karena pada potensial air tersehut kedua zat terlarut tersebut mengalami peningkatan y'mg 
tinggi texutama pada prolin (Gamhm 1). 
Pada kondisi cekaman kekeringan, akumulasi prolin meningkat karena proses 
sintesis prolin dari asam glutamat meningkat, sedangkan proses degradasi memhentuk 
asam glutamat menurun. Dengan demikian, konsentrasi prolin terus meningkat seiring 
dengan semakin besarnya cekaman kekeringan yang telah diberikan (Caplan d m  I,yer, 
1998). Sedangkan peningkatan gula pada kondisi kekeringan terjadi karena pati yang 
ada di protoplasma dihidrolisis menjadi y l a .  Akan tetapi gula yang dihasilkan 
ditranslokasikan ke titik-titik tumbuh untuk membentuk tunas, daun maupun batang, 
untuk menahan kelayuan tanaman akibat cekman kekeringan, sehingga akumulasi gula 
dalam daun tidak sebesar akumulasi prolin (Salisbury dan Ross, 1995). 
0 . - I I 
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Gambar I Pengaruh stres kekeringan pada kandungan prolin dan gula total terlarut pada 
daun kedelai 
Berdasarkan penelitian Jhana dkk. (2001) dan Johnson dkk. (1995) peningkatan 
kandungan prolin pada daun kacang tanah dan gula pada daun gandum dapat di ynakan 
untuk skrining tingkat toleransi tanaman terhadap cekaman kekeringan. Tanaman yang 
toleran terhadap cekaman kekeringan mengalami peningkatan kandungan prolin dan 
gula lebih tinggi daripada tanaman yang peka. Sebaliknya, liasil penelitian Newton dkk. 
(1986) dan Newton dkk. (1985) menunjukkan kandungan prolin d m  gula total terlarut 
pada kalus dari varietas sorghum yang toleran terhadap cekaman kekeringan mengalami 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
peningkatan lebih rendah dibandingkan dengan varietas yang peka. Hal ini dikarenakan, 
pada kondisi cekaman kekeringan proses penurunan ~otensial air kalus pada varietas 
peka tejadi lebih cepat daripada varietas yang toleran, sehingga mengakibatkan proscs 
sintesis prolin dan gula total terlarut meningkat lebih tinggi. Prolin dan gula total terlan~t 
pada tanaman sorghum berpcran sebagai osmoprorecranl. Dengan semakin 
meningkatnya prolin dan gula total terlamt diharapkan mampu mempertahankan 
tekanan turgor dengan mengatur potensial osmotik pada kalus, sehingga kalus yang 
peka dapat melakukan pertumbuhan walaupun dalam kondisi kekeringan. 
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa. penurunan potensial air mengakibatkan 
peningkatan akumulasi prolin pada 5 genotipe kedelai yang diujikan. Akan letapi. 
masing-masing genotipe memberikan rcspon akumulasi prolin yang bewariasi. 
Peningkatan kandungan prolin paling tinggi terjadi pada potensial -0.67 MPa (Gamhar 
2). Pola peningkatan kandungan prolin pada varietas toleran Dieng dan MLG2805 scrta 
varietas medium Petek membentuk pola yang teratur. Sedangkan pola peningkatan prolin 
pada varietas peka Galunggung d m  Tambora, menunjukkan pola yang tidak temtur dengan 
mengalami penurunan kandungan prolin pada potensial air -0,03 MPa 
Gambar 2 Pengamh stres kekeringan pada kandungan prolin dari d a m  kedelai genotipe 
toleran, medium dan peka 
Pada potensial air -0.67 MPa pcningkatan kandungan prolin antara gcnotipc toleran 
(Dieng dan MLG2805), medium toleran (Petek) serta peka (Tambora dan Galunggung) 
pada potensial air -0,67 MPa mengalami perbedaan. Kandungan prolin pada gcnotipe 
toleran dan medium meningkat lebih tinggi dibandingkan dengan genolipe peka. 
Genotipe Dieng dan MLG 2805 mengalami peningkatan prolin lebih dari 300% 
dibandingkan dengan kandungan prolin pada kontrol. Pada vaietas medium Petek 
kandungan prolin meningkat lebih dari 200%, sedangkan varietas peka Tambora dan 
Galunggung mengalami peningkatan kandungan prolin kurang dari 150% (Gambar 3). 
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Gambar 3 Peningkatan kandungan prolii genotipe toleran, medium dan peka pa& potensid 
Penunman potensial air juga meningkatkan kandungan gula terlarut pada daun 
beberapa genotipe kedelai. Peningkatan kandungan gula total terlarut pada 5 genotipe 
kedelai yang diujikan menghasilkan pola yang bewariasi, antara varietas yang toleran, 
medium dan peka (Gambar 4). Varietas toleran Dieng dan MLG 2805 memiliki pola 
peningkatan yang teratur. Varietas medium Petek mengalami penurunan kandungan 
y l a  pada potensial air -0.03 MPa d m  -0.19 MPa, namun demikian polanya tidak 
terlalu mengalami fluktuasi. Scdangkan varietas peka Tambora dan Galunggung 
mengalami fluktuasi lebih besar dibandingkan dengan varietas toleran dan medium. 
Secara umum kandungan gula total terlarut mengalami peningkatan mulai dari potcnsinl 
air -0.03 sampai -0,67 MPa. Peningkatan paling tinggi terjadi pada potensial air -0,67 
MPa, kecuali pada varietas Dieng. Pada varietas Dieng peningkatan paling tinggi terjadi 
pada potensial air -0,41 MPa. 
1 1  
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Gambar 4. Pen& stres kekeringan pada kandungan y l a  total terlarut dari daun kedelai 
genotipe toleran, medium dan peka 
Pada kandungan gula total tcrlarut peningkatan paling tinggi juga terjadi patl;t 
potensial air -0.67 MPa. Pada varietas toleran Dieng dan MLG2805, kandungan giila 
total terlarut mengalami peningkatan sebesar 40 % dan 97%. Pada varietas medium 
Petek peningkatan kandungan gula total terlarut berada pada posisi paling rendah. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
sedangkan varietas peka Tambora dan Galungyng mengalami peningkatan lebih besar 
dibandingkan dengan varietas toleran (Gambar 5). Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa peningkatan kandungan gula total terlarut dalam kondisi cekaman kekeringan 
tidak berkorelasi dengan tingkat toleransi kekeringan varietas kedelai di lapang. 
Gambar 5 Peningkatan kand~mgan gula total terlarut genotipe toleran, medium dan peka pada 
potensial air -0.41 MPa dan -0.67 Mpa 
Peningkatan akumulasi prolin dan gula total pada daun kedelai menyebabkan 
tanaman lebih bersifat toleran tcrhadap cckaman kckcringan. Hal ini dikarcnaka~l 
semakin meningkatnya nkumulnsi prolin don gula total terlnrut pi~da daun kedelui. 
potensial air pada daun lebih negatif (mcngalami pcnurunan) dibandingkan dengan 
potensial air pada tanah, sehingga air melakukan pergerakan menuju ke daerah yang 
memiliki potensial lebih rcndah, yaitu dari tanah menuju ke daun tanaman. Dengan 
demikian, tanaman mampu mempertahankan turgiditas daun ketika mengalami cekamnn 
kekeringan (Salisbury dan Ross, 1995., Belhassen dan Monneveux, 1996). 
Kesimpulan 
Cekaman kekeringan dapat menghambat pertambahan tinggi tanaman, jumlah daun. 
luas daun, panjang intemodus, dan biomassa akar d m  tajuk. Semakin lama dan semakin 
besar cekaman kckeringan, scrnakin tinggi pcnghambatan pada pcrtumbulian vcgctatif. 
Penurunan potensial air mampil meningkatkan akumulasi prolin dan gula total 
terlarut pada daun kedelai. Peningkatnn zat terlarut tcrsebut bervariasi diantara i 
genotipe kedelai yang diuji. Akumulasi prolin dapat digunakm sebagai indikator 
toleransi kekeringan, dengan varietas toleran mengalami peningkatan akumulasi prolin 
lebih tinggi dengan kecenderungan memiliki pola yang teratur, dibandingkan dengan 
varietas peka. Sedangkan peningkatan akumulasi y l a  total terlarut dalam kondisi 
cekaman kekeringan tidak berkorelasi dengan tingkat toleransi kekeringan pada varietas 
kedelai. 
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